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I"l. ABREVIATURAS.
ACh: Acetilcolina.
ATD: Dominio amino terminal.
Ca?*: Calcio.
CCA: Corteza cingulada anterior.
COL: Corteza orbital lateral.
COM: Corteza orbital medial.
CPF: Corteza Prefrontal.
CPFm: Corteza prefrontal medial.
CPOV: Corteza ventrolateral.
CPOVL: Corteza orbitral ventral.
CTD: Dominio carboxilo terminal intracelular.
DLP: Depresion a largo plazo.
EBSS: Solucion salina balanceada de Earl.
EC50: Concentracion efectiva 50.
fM: Femtomolar.
HBSS: Solucion salina balanceada de Hanks.
IA: Corteza insular agranular ventral.
IC50: Concentracion inhibitoria 50.

Ifen.: Ifenprodil.
IL: Corteza infralimbica.



INMDA: Corriente de NMDA.

LBD: Dominio de union a ligando extracelular.
M2: Poro que forma el canal ionico.

MD: Dominio transmembrana.

MSNs: Neuronas espinosas medianas.
Na*: Sodio.

nM: Nanomolar.

NMDA: N-Metil-D-Aspartato.

NMDAr: El receptor de NMDA.
NMDArs: Receptores a NMDA.

NP: Neurona piramidal.

NPs: Neuronas piramidales.

PL: Corteza prelimbica.

PLP: Potenciacion a largo plazo.

pM: Picomolar.

PrCm: Corteza Precentral.

SNC: Sistema nervioso central.

TM1,3 y 4: Tres segmentos del canal i6nico.

MM: Micromolar.



1.INTRODUCCION

El receptor de NMDA es un receptor ionotrépico de glutamato, el cual es permeable
predominantemente al calcio. Este receptor es un heterotetramero conformado por
diferentes subunidades NR1, NR2 y NR3 de las cuales s6lo NR2 y NR3 tienen
subtipos. Los receptores a NMDA funcionales se conforman por dos subunidades
NR1 obligatorias combinadas con subunidades NR2 y NR3. En cuanto a funciones,
el receptor de NMDA se ve implicado en procesos como la potenciacion a largo plazo
(PLP), depresion a largo plazo (DLP) y la plasticidad cerebral (Dildy-Mayfield et al.,
1996; Cull-Candy et al., 2001; Collingridge y Bliss, 1995; Bliss y Collingridge, 1993).
Asimismo, existe evidencia que una funcién disminuida del receptor de NMDA esta
relacionada con disfunciones cognitivas, como la pérdida de memoria por
envejecimiento y enfermedades como la esquizofrenia. Por lo que el desarrollo de
terapias que potencien, de manera regulada la corriente generada por NMDA es de
interés como posible terapia en contra de enfermedades relacionadas con una funcion
disminuida del receptor.

Por otra parte, la acetilcolina es un neurotransmisor, en el sistema nervioso central,
especialmente la corteza prefrontal recibe aferencias colinérgicas de los nucleos
basales de Meynert, mientras que el cuerpo estriado recibe aferencias el tallo
cerebral, y posee inervacion colinérgica propia proveniente de las interneuronas
colinérgicas (Kapalka y George, 2010).

Anteriormente se han descrito interacciones entre el receptor a NMDA vy la
acetilcolina. Se ha descrito un incremento colinérgico sobre las corrientes generadas
por NMDA (INMDA) (Makram y Segal, 1990), asi como inhibicion (Metherate y Ashe,
1995). No obstante, estos efectos han demostrado un mecanismo de accién que esta
mediado por los receptores colinérgicos, muscarinicos y nicotinicos y no sobre el
receptor a NMDA directamente (Segal.,1992; Marino et al., 1998; Aramakis y
Metherate, 1998).

Por otro lado, también se ha descrito una interaccion directa de la acetilcolina con el
receptor a NMDA, por ejemplo, los compuestos colinérgicos han demostrado tener un
efecto inhibidor sobre la corriente generada por el receptor a NMDA (Flores-
Herndndez et al., 2009) asi mismo se ha reportado un incremento de la INMDA
causado por un tratamiento crénico con Nicotina (Avila-Ruiz et al., 2014) Finalmente,
en el laboratorio de neuromodulacion de la BUAP, se ha observado que agentes
colinérgicos como la D-tubocurarina tiene un efecto inhibidor sobre la INMDA en
neuronas del cuerpo estriado (Luna-Leal, 2016), también se ha encontrado un efecto
potenciador en neuronas piramidales de la corteza prefrontal (Vazquez Candanedo,
2019).
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El propésito del presente estudio es caracterizar el mecanismo de accion del aumento
de la INMDA por la acetilcolina, y definir si este efecto se ve afectado en caso de que
el receptor de NMDA este compuesto por subunidades especificas.

2. ANTECEDENTES

2.1 LA CORTEZA PREFRONTAL

2.1.1 Estructuray conexiones de la corteza prefrontal

La corteza prefrontal (CPF) es una zona del Lébulo frontal, el cual ocupa casi la mitad
de la corteza cerebral en primates y aproximadamente dos tercios en el cerebro
humano (Barbas, 2009). La CPF se considera como una corteza de asociacion, la
cual se ve implicada en los llamados “procesos superiores” tales como: la memoria
operativa, la toma de decisiones, la planificacion del comportamiento y el
procesamiento de sefiales emocionales, entre otros (Lozano y Ostrosky, 2011). La
CPF corresponde a 13 areas de Brodmann en humanos y 12 en primates, ilustradas
en la figura 1. (Fuster, 2001)

Figura 1. El mapa arquitecténico de la corteza humana por Brodmann. En rojo se muestran las areas
de Brodmann que corresponden a la corteza prefrontal (Modificado de Barbas, 2009).

En ratas, la corteza prefrontal es una zona de la corteza cerebral, que se encuentra
en la zona cortical frontal, y no se encuentra tan diferenciada como la corteza
prefrontal de primates, sin embargo, se distingue por ser una zona que comparte
funciones de la corteza prefrontal en primates (Uylings et al., 2003; Figura 2).

Corteza
prefrontal ~—

Figura 2. Localizacién anatomica de la
corteza prefrontal en la rata. Se muestra
un esquema de la vista coronal del
cerebro de rata (Modificado de Tynan et
al., 2013).
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La CPF en ratas, se subdivide en corteza medial, ventral medial, lateral y ventral., La
corteza prefrontal medial a su vez, contiene la region medial dorsal que incluye la
corteza precentral (PrCm) y la corteza cingulada anterior (CCA). La CPF medial
ventral subdivide en corteza prelimbica y corteza infralimbica, asi como en corteza
orbital medial., La CPF lateral se puede subdividir en corteza dorsal y corteza ventral
insular y las cortezas orbitales laterales. La corteza prefrontal ventral se puede
subdividir en las orbitales ventrales y ventrolaterales (CPOVL / CPOV; Figura 3).
(Uylings y Van Eden, 1985; Uylings et al., 2003)

Figura 3. Representacion de la CPF en rata. (A) Vista medial., (B) Vista ventral., CPrC, corteza
precentral; Cingulada anterior dorsal y ventral; PL-IL, corteza prelimbica e infralimbica; COM, corteza
orbital medial; IA, dorsal y corteza insular agranular ventral; COL, corteza orbital lateral; CPOV, corteza
orbital ventral; CPOVL, corteza orbital ventrolateral (Tomado de Kesner, 2011).

La regién medial dorsal tiene sus conexiones principales con el neocértex, la CPF
medial ventral con el sistema limbico, la CPF lateral y la CPF ventral con las areas
neocorticales, incluidas las conexiones con los sistemas olfativo y gustativo, pero no
con el sistema limbico. Las cuatro areas diferentes de la CPF proyectan a diferentes
partes del caudado putamen (Kesner y Churchwell, 2011).

2.1.2 Funciones asociadas a la CPF

Las funciones de la CPF estan relacionadas con las conexiones que esta posee con
otras estructuras del cerebro, como otras regiones corticales y estructuras
subcorticales; principalmente el estriado y el tAlamo (Fuster, 2008).

1. Funciones ejecutivas
Las funciones ejecutivas son las principales funciones de la CPF, conocidas por ser
altas tareas cognitivas, y estan relacionadas con la organizaciéon de acciones hacia
una meta especifica. Se pueden dividir en cuatro componentes: la formacién de
objetivos, la planificacion para lograr un objetivo y el desemperio efectivo (Jurado y
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Roselli, 2007), asi mismo la moralidad y el comportamiento ético con funciones
ejecutivas. Por todo lo anterior, es de esperarse que las funciones ejecutivas tengan
un rol importante en la vida diaria (Ardila y Surloff, 2007).

Las funciones ejecutivas mas estudiadas son las siguientes: El control de la atencién;
la planificacion, la cual se encarga de identificar y organizar los pasos y elementos
necesarios para lograr un objetivo (Lezak et al., 2004); la flexibilidad cognitiva se
refiere a la capacidad de cambiar rapidamente entre diferentes conjuntos de
respuestas (Anderson, 2002) ; el control cognitivo de la memoria nos permite
recuperar conocimiento, de manera ordenada y planeada para llevar a cabo acciones
encaminadas hacia un plan (Fuster, 2008); la memoria de trabajo, el cual es un
proceso para el mantenimiento activo a corto plazo de la informacion, asi como para
el procesamiento de la informacion mantenida (Goldman-Rakic, 1987; Baddeley,
2003; Lara y Wallis, 2015) ; la sintesis o integracion temporal nos permite organizar
elementos de percepcion y accion temporalmente separados en el pensamiento,
habla o comportamiento dirigidos a un objetivo; y el control verbal (Lezak et al., 2004).

El control de las funciones ejecutivas se encuentra principalmente en la CPF lateral;
sin embargo, también se involucran otras zonas de la CPF en mayor o menor grado.
La CPF orbital contribuye en mayor grado a los componentes afectivos de la toma de
decisiones y la CPF medial contribuye a la atencion para realizar las acciones. Por lo
tanto, existe una participacion homogénea de los I6bulos frontales, y especificamente
de la CPF (Stuss y Alexander, 2000; Stuss et al., 2002; Koechlin et al., 2000).

Por otro lado, los circuitos originados en la CPF que se dirigen al tdlamo y los ganglios
basales son considerados importantes para la realizacion de tareas ejecutivas: el
circuito prefrontal dorso lateral se ve implicado en funciones de planeacién, seleccion
de metas, cambio de posicion, memoria de trabajo, y autocontrol; mientras que el
circuito prefrontal orbito frontal se encarga de evaluar riesgos y la inhibicién de
conductas inapropiadas (Royall et al.,2002).

2. Control Emocional

Los estimulos emocionales negativos activan una amplia red de regiones del cerebro,
incluyendo la corteza prefrontal medial (CPFm) en relacién con la corteza del cingulo
anterior (CCA) (Etkin et al., 2011). La actividad de la CCA esta involucrada en las
respuestas de la piel condicionadas por el miedo y con el aumento de la frecuencia
cardiaca bajo una situacion de estrés social (Wager et al., 2008; Milad et al., 2007),
estas areas no funcionan exclusivamente en la expresion de respuesta a estimulos,
si no también pueden apoyar los procesos de evaluacion de estimulos (Meyer et al.,
1975).

La CCAy CPFm se ven implicadas en la regulacion de conflictos emocionales, como
la inhibicion del procesamiento de emociones negativos, para reducir la interferencia
a realizar tareas (Schiller y Delgado, 2010), asi mismo estas areas se activan por
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emociones positivas que disminuyen las emociones positivas, en este proceso la CCA
se encarga de medir el valor de las acciones, mientras que la CPF orbital mide los

refuerzos de los estimulos (Dixon et al., 2007).

2.1.3 Capas de la Corteza prefrontal

2.1.3.1 Caracteristicas de las capas de la Corteza prefrontal

La corteza cerebral se conforma de seis capas, ordenadas paralelamente a la
superficie cortical, de modo que la capa superior es la mas superficial., Estas se
clasifican segun el tipo celular que es mas prominente en estas (Siegel y Sapru, 2011).
La apariencia histologica de la corteza cerebral varia entre regiones, lo cual se asocia
con las diferencias de las funciones de estas zonas. Por lo tanto, en la tabla 1 se

describen los tipos celulares encontrados en la CPF.

Tabla 1. Composicién celular de la corteza prefrontal.,

Estructura Consideraciones anatémicas

Importancia funcional

Células estrelladas Cuerpos pequefios, localizados  entre
(Granulares) ramificaciones dendriticas.

Todas las capas de la corteza, principalmente
en la capa IV.

Neuronas receptoras de aferencias
talamicas.

Modulan la excitabilidad de otras
neuronas corticales.

Células piramidales Cuerpos celulares variados.

Presentan ramificacion dendritica apical y basal
gue se extienden perpendicularmente a la
superficie cortical y proyectan en las capas
superiores

Neuronas de proyeccion (p. €j.,
fibras [tractos] corticonucleares
bulbares, corticorreticulares, y
corticotalamicas).

Células de Martinotti | Células triangulares pequefias presentes en
todas las capas corticales.

Neuronas intracorticales.

Célula horizontal (de | Células fusiformes pequefias presentes
Cajal) principalmente en la capa cortical superficial.,

Neuronas intracorticales.

Célula de Betz Células piramidales gigantes.

Concentradas en el area 4 de
Brodmann, corteza motora
primaria.

Da origen al tracto corticoespinal.,

Modificado de Rubin y Safdieh, 2008.
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En cuanto a la distribucion de las conexiones de las capas de la corteza prefrontal, se

encuentran resumidas en la Figura 3.

Capas
Corticales

3 0al -
A
NG AN
M&,{_ l}.-lf A

=
) AT 4
S +J+ " Y

Interneuronas
= Inhibitorias
v S s

M A
A otras

regiones De neuronas
corticaleg mongaminergicas
Al Talamo
De otras
Al caudadg A la partes
putamen | formacion . de la
¥y puente eticular y corteza
Nicleo rojo Del Talamo

A la medula espinal,
tallo cerebral y
nervio craneales

Figura 4. Distribucion de las conexiones generales entre las diferentes capas de la CPF. Las capas |,
II'y 11l reciben informacién de las neuronas monoaminérgicas (en verde). Las capas Il y IV reciben del
talamo y otras zonas corticales (en azul). La capa IV envia informacién al tAlamo, la capa V al caudado
putamen, al puente, a la médula espinal, a los nervios craneales, a la formacion reticular y el nicleo

rojo; y la capa VI envia informacion al talamo (en rojo) (Modificado de Siegel y Sapru, 2015).
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2.2 EL CUERPO ESTRIADO

2.2.1 Estructuray conexiones del cuerpo estriado

El cuerpo estriado forma parte de los ganglios basales, los cuales son estructuras
nucleares subcorticales, que se derivan del telencéfalo y se conocen por su relacion
con el control y el aprendizaje motor, los ganglios basales se conforman por los
ndcleos caudado, putamen, globo palido, ndcleo subtaldmico y sustancia negra.
(Carpenter, 1994). El cuerpo estriado, que obtiene su nombre por el aspecto rayado
blanco causado por los fasciculos nerviosos que lo cruzan, se sitta en el espesor de
los hemisferios cerebrales, por fuera del tdlamo y alrededor de la capsula interna
(Figura. 5; Freire, 2007).

Nucleo Caudado

A - /\\ Putamen
P \
{ / .\

Télamo
Nucleo Caudado | Cuerpo

Estriado
Putamen

Globo
Capsula interna Palido
Nucleo Subtalamico

Sustancia Negra

Figura 5. Fotografia de un corte frontal del encéfalo, se muestran los nicleos que conforman a los
ganglios basales (Modificado de Nieuwenhuys, Voogd y Van Huijzen, 1981)

En cuanto a la conformacién del cuerpo estriado hay autores que consideran que se
forma por el nacleo caudado, el putamen y el globo pélido, sin embargo, la mayoria
de los textos consultados en el presente trabajo, consideran al globo palido como un
ndcleo separado, por lo tanto, solo se considerara a los nucleos caudado y putamen
como parte del Cuerpo estriado (Sierra et al., 2019; Carpenter, 1994; Naidich, 2017)

El ndcleo caudado es una estructura de sustancia gris que posee forma de letra C y
se encuentra en relacion con el ventriculo lateral, el caudado se puede dividir en
cabeza, cuerpo y cola. La cabeza, es la estructura anterior bulbosa, la cual se
encuentra rostral al tAlamo y sobresale en el interior del asa anterior del ventriculo
lateral., El cuerpo es la parte mas voluminosa del estriado el cual se encuentra dorso
lateralmente al tdlamo y recorre a lo largo de la pared del ventriculo lateral.,
Finalmente, la cola es curvay pasa por la pared lateral de la asta temporal, terminando
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en el putamen inferior cercano a la amigdala (Sierra et al., 2019; Carpenter, 1994;
Naidich, 2017 ).

Por su parte el putamen, es el nlcleo de mayor tamafio de los ganglios basales y se
localiza entre la capsula externa y la lamina medular externa del globo palido, por
debajo de la corteza insular (Sierra et al.,, 2019; Carpenter, 1994; Naidich, 2017;
Figura 6).

Talamo
Cabeza del nucieo

caudado i o i L.
: Figura 6. Dibujo semi esquematico del

estriado aislado, también se muestra el
talamo y ndcleo amigdalino, muestra 1) La
cabeza del nucleo caudado 2) las
relaciones entre la cola del ndcleo caudado
y el nudcleo amigdalino (Modificado de
Carpenter, 1994, Fundamentos de

f\ Coladel nicleo  neuroanatomia).

Ndcleo amigdalino caudado

Putamen

Aferentes

Las principales fibras aferentes que llegan al cuerpo estriado provienen de la corteza
cerebral, partes de la amigdala, los nucleos del talamo intralaminares, la sustancia
negra y el nacleo dorsal del rafe (Carpenter, 1994).

La mayoria de las zonas corticales proyectan al estriado, y se pueden clasificar,
dependiendo de la zona cortical donde se originan, en territorio sensoriomotor,
asociativo y limbico. La zona sensoriomotora recibe aferentes de la corteza motora
primaria, somatosensorial, premotora y el area suplementaria motora. La zona
asociativa recibe de las areas frontales, temporales, parietales inferiores, pre
occipitales y parahipocampales. El territorio limbico obtiene aferencias de la corteza
limbica, paralimbica, la amigdala y el hipocampo (Alexander & DelLong, 1985;
Flaherty & Graybiel 1991).

El cuerpo estriado recibe aferentes de la sustancia negra y el area ventral tegmental,
el estriado también recibe aferencias del talamo, principalmente del complejo
centromediano/parafascicular (Tisch et al., 2004).

Eferentes

El estriado proyecta principalmente al globo pélido y a la seccién reticular de la
sustancia negra (Carpenter, 1994).
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2.2.1.1 Contenido celular del Cuerpo estriado

Los tipos celulares asociados al cuerpo estriado se encuentran resumidos en la tabla

2.

Tabla 2. Clasificacion anatomica de los tipos celulares del cuerpo estriado (Carpenter, 1994; Kreitzer,

2009).
Caracteristicas Neurotransmisor | Subtipos | Caracteristicas
generales
Neuronas De forma redonda vy | GABA Tipo | Poseen somas lisos vy
Espinosas ovalada, de mediano dendritas proximales que se
Medianas tamafio, poseen mdltiples encuentran  cubiertas  de
(Ne_uronas dendritas primarias espinas, sus dendritas tienen
espinosas de . . .
proyeccion) c_ublertas con espinas y uha longitud de 200
tienen axones largos, micrometros.
Tipo Il Células de mayor tamafio,
poseen dendritas de 600
micrémetros, sus axones son
largos.
Neuronas de | Caracterizadas por sus GABA y ACh Tipo | Pequefias, poseen dendritas
dendritas axones cortos varicosas, y un axén corto
lisas altamente ramificado.
(Interneurona
S sin espinas) Tipo Il Poseen grandes cuerpos
celulares y dendritas de mas
de 250 micrometros de largo.
Tipo lll Interneuronas colinérgicas

gigantes.

2.2.2 Funciones asociadas al cuerpo estriado

Alexander, De Long y Strick en 1986, definieron una serie de circuitos que se originan
en la corteza, pasan por el estriado y regresan a la corteza, el total de circuitos
definidos fueron cinco, sin embargo, de interés para el presente trabajo son los que
incluyen estructuras pertenecientes a la corteza prefrontal., Estos circuitos los cuales
se definieron con base en su funcién y su principal proyeccion de la corteza son:

a) El circuito asociativo, que incluye la corteza prefrontal dorsolateral y el
caudado.

b) EIl circuito limbico, que incluye el estriado ventral y la corteza cingulada
anterior.

c) El circuito orbitofrontal lateral, el cual incluye el caudado ventromedial y la

corteza orbitofrontal lateral.,
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El circuito proveniente de la corteza prefrontal dorsolateral, se ve implicado en la
mediacion de las funciones ejecutivas, como la planeacion, la organizacion, la
regulacion, el monitoreo de los comportamientos orientados hacia metas y la memoria
de trabajo. Si bien el rol de la corteza prefrontal en los procesos ejecutivos se ha
mencionado anteriormente, es de interés mencionar que la memoria de trabajo,
también es afectado por lesiones en el estriado (Dias, Robbins & Roberts, 1996).

Los circuitos limbico y orbitofrontal lateral, tienen un rol en el control social y la
empatia, de igual modo actiian como intermediarios para la informacién motivacional
y afectiva; por otro lado, se ven implicados en la respuesta a recompensas (Tisch,
2004). En estudios de imagen se vio una mayor actividad en el cingulado anterior, el
estriado ventral, la amigdala y el hipocampo cuando los sujetos fueron presentados
con recompensas (Kunig et al., 2000).

2.3 EL RECEPTOR A NMDA

El receptor de N-Metil-D-Aspartato o NMDAR, forma parte de la familia de los
receptores ionotrépicos del Glutamato, el cual se conoce como el principal
neurotransmisor excitador del Sistema Nervioso Central.

2.3.1 Estructura de los receptores a NMDA

Los receptores a NMDA son tetrameros que pueden ser formados por tres diferentes
subunidades denominadas NR1-3. La subunidad NR1 es codificada por solo un gen,
el cual, después de la transcripcion produce ocho diferentes variantes de la subunidad
NR1, debido a que estas variantes son provenientes de un solo gen, no se conocen
como, subtipos de la subunidad; mientras que en el caso de las subunidades NR2 y
NR3 son codificadas por cuatro y dos genes respectivamente, por lo tanto se conocen
los subtipos NR2A-D y NR3A y B (Moriyoshi et al., 1991, Sugihara et al., 1992, Zukin
y Bennett 1995). Los receptores a NMDA funcionales son heterotetrameros, que se
componen de dos subunidades NR1 obligatorias, junto con dos subunidades NR2 o
NR3 (Monyer et al., 1992, Ulbrich y Isacoff 2008; Figura 7).
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D-Serina

glutamato
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Figura 7. La estequiometria de las subunidades y la disposicién de las subunidades de los receptores
de NMDA. A) Se esquematiza un tetramero formado x2 subunidades NR1 se muestran en azul y las
subunidades NR2 en anaranjado. La figura ilustra como la subunidad NR1 es afin a la Glicina y la D-
Serina, mientras que la subunidad NR2 es afin al glutamato. B) Se muestra la cristalografia del
tetrAmero de NMDA, con los dominios extracelulares e intracelulares (Modificado de Kasper et al.,
2018).

Todas las subunidades de los NMDAR tiene una estructura en comun, consisten en
un dominio amino terminal (ATD) vinculado a un dominio de uniéon a ligando
extracelular (LBD); que a su vez esta conectado a un dominio transmembrana (MD)
el cual conforma el canal ibnico con tres segmentos (TM1,3 y 4), un poro que forma
el canal i6nico (M2), un circuito extracelular entre TM3 y TM4; las hélices
transmembrana que a su vez se comunican con un dominio carboxilo terminal
intracelular (CTD; Mullasseril et al., ,2010; Paoletti y Neyton, 2007; Figura 8).

Figura 8. Organizacion del dominio de
una sola subunidad del receptor de
glutamato. Dos dominios extracelulares
(el terminal amino (ATD) y el dominio de
unién al ligando (LBD) compuesto por
dos segmentos (S1 superior y S2
inferior) estan conectados al canal
i6nico formado por cuatro hélices de
membrana (MD) que se comunican con
el dominio intracelular carboxiterminal
(CTD; Tomado de Vyklicky et al., 2013).
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2.3.2 Activacion de los receptores a NMDA

La activacion del receptor a NMDA se da por el glutamato, el cual se considera el
neurotransmisor excitador principal en el SNC, este es liberado por los terminales
presinapticos pertenecientes a las sinapsis glutamatérgicas. El glutamato se une a los
sitios de unién en la LBD que pertenece a las subunidades NR2, después de esta

unién el canal i6nico se abre para dejar pasar Na*, K* y Ca®* (Mayer y Westbrook
1987; Johnson y Asher, 1987).

2.3.3 Farmacologia y papel de las subunidades del receptor a NMDA

La actividad del NMDAR se puede modular tanto positiva como negativamente. Los
moduladores positivos aumentan la respuesta o la afinidad por el agonista y contienen
un sitio de union diferente del sitio de union para el agonista (Mullasseril et al., ,2010).
Algunos de los potenciadores de los receptores a NMDA y sus efectos se encuentran
resumidos en la Tabla 3.

Tabla 3. Potenciadores del receptor a NMDA y sus efectos (Wu et al., 1991; Malayev et al., 2002;
Horak et al., 2006; Mullasseril et al., 2010; Williams et al., 1990; Traynelis et al., 1995; Mony et al.,
2011)

Potenciador Efecto

Poliaminas Potencian la actividad de los receptores que contienen NR2B al
aumentar la sensibilidad del receptor a glicina, se unen en la al sitio
que se encuentra entre los ATD de las subunidades NR1 y NR2B.

El sulfato de pregnenolona Potencia los receptores que contienen NR2A o NR2B al aumentar la
probabilidad de que se abra el canal

(3-clorofenil) (6,7-dimetoxi-1 | Aumenta la frecuencia de apertura de receptores que contienen
((4-metoxifenoxi) metil) 3,4- [ subunidades NR2C o NR2D

dihidroisoquinolin2 (1H) -il)
metanona (CIQ),

Los antagonistas pueden clasificarse segun su lugar de accion: en el sitio de unién
del agonista (competitivo), dentro del poro del canal i6nico (no competitivos), o en
sitios de modulacion especificos. Los antagonistas no activan el receptor. Los
compuestos que inhiben al NMDAR ocupando el poro del canal i6nico, son
antagonistas no competitivos porque su accion requiere de la activacién previa del
receptor. Algunos de los antagonistas se encuentran clasificados en la Tabla 4 junto
con el tipo de subunidad que contienen los receptores a NMDA a los cuales son mas
selectivos.
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Tabla 4 . Antagonistas de los receptores a NMDA y las subunidades a los cuales muestran mayor
selectividad (Raditsch et al., 1993; Chao et al., 1997).

Lugar de Accion Antagonista Selectividad a receptores que
contienen las subunidades.
En el sitio de unién | (R)-2-amino-5-fosfonopentanoato (R-AP5) | NR2A
del agonista
(Competitivo)
(R)-CPPy (R)-AP7 NR2A y NR2D
NVP-AAMO77 NR2A
Dentro del poro del | Dizolcipina (MK-801) NR1, NR2Ao B
canal i6nico (No
competitivosl)
Argiotoxina-636 o N1-dansil-espermina NR1ly NR2A o NR1y NR2B
Ifenprodil NR2B
Zn2+ NR2A

2.3.3.1 Funcion asociada a las subunidades de los receptores a NMDA

Existen variaciones en cuanto a la estructura, farmacologia, propiedades
electrofisiologicas y funcion de los NMDARSs, las cuales se han asociado a su
composicion en subunidades.

Primeramente, los receptores que expresan las distintas subunidades poseen
distintos patrones de expresion en el sistema nervioso central, en adultos se ha
encontrado una expresion mayor de receptores heterométricos con la combinacion
NR1/NR2B y NR1/NR2A, receptores con la combinacion NR1/ NR2A/NR2B se
encuentran en adultos, especialmente en el hipocampo y la corteza (Gray et al., 2011,
Al-Hallaq et al., 2007). También se han encontrado receptores triheteroméricos como
los que poseen subunidades NR1/NR2A/NR2C y NR1/NR2B/NR2D (Cull-Candy et
al., 2004, Palloetti et al., 2011)

Igualmente, se puede encontrar una diferencia en las subunidades de los NMDARs
en la misma célula, en los adultos los receptores a NMDA sinapticos principalmente
poseen subunidades NR1/NR2A y NR1/NR2A/NR2B, mientras que los NMDARs
extrasinapticos poseen la subunidad NR2B (Hardingham, et al., 2010, Gladding et al.,
,2011). También se han reportado subunidades NR2C y NR2D en receptores NMDA
sinapticos de los ganglios basales (Logan et al., 2007, Brothwell. et al, 2008, Harney
et al., 2008, Schwartz et al.,2012).
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Por otro lado, las diferentes subunidades también influyen en la activacion de los
NMDArs. Se ha observado que las subunidades NR2A y NR2B generan receptores
con una apertura de canal de alta conductancia, con una alta sensibilidad a ser
bloqueados por Mg?* y una alta permeabilidad a Ca?* mientras que, las subunidades
NR2A y NR2D tienen menor conductancia, su sensibilidad a MG?* es menor y su
permeabilidad al calcio también disminuye; finalmente, se ha observado que las
subunidades NR3 reduce de mayor manera todas estas propiedades (Hensons etal.,
2010, Pachernegg et al., 012).

Finalmente se han encontrado que diferentes mutaciones en los genes que codifican
las diferentes subunidades de los receptores a NMDA se encuentran presentes en
patologias a nivel del sistema nervioso central., Se han encontrado mutaciones del
gen GRIN1, el cual codifica para la subunidad NR1 en pacientes con discapacidad
intelectual no-sindrémica (mutacion p.Glu662Lys) y con distintos tipos de epilepsia
(mutacién p.Ser560dup) (Hamdan et al., 2011; Allen et al., 2013), con respecto a la
mutacion p.Glu662Lys se encontré que se esta relacionada con una reduccion de la
actividad de los receptores mientras que la mutacién p.Ser560dup se asocié con un
aumento de las corrientes de Ca+2.

Por otro lado, mutaciones en el gen GRIN2A. que codifica para la subunidad NR2A
se han encontrado en pacientes con desordenes del espectro epilepsia-afasia, como
problemas cognitivos y de comportamiento, o deterioro del habla y/o del lenguaje, asi
como el sindrome del suefio de ondas lentas, el sindrome de Landau-Kleffner y
epilepsia Rolandica (Carvill et al., 2013; Lemke, et al., 2013). Estas mutaciones se
han observad. en pacientes con desérdenes del neurodesarrollo mas severos, que no
se relacionan con el espectro epilepsia-afasia (Reutlinger et al., 2010). Finalmente,
las mutaciones en este gen se han asociado a la enfermedad de Parkinson (Yamada-
Fowler et al., 2014)

Por otra parte, se han reportado mutaciones en el gen GRIN2B que codifica para la
subunidad NR2B, las cuales se encontraron en pacientes con discapacidad
intelectual, esquizofrenia y trastornos del espectro autista, en este caso estas
mutaciones se vieron relacionadas con la pérdida de la funcién de los receptores a
NMDA (Endele et al.,2010, Myers et al., 2011; O'Roak et al., 2012, Lemke et al.,
2014,).

Finalmente, se han reportado mutaciones de los genes GRIN2C, GRIN3A y GRIN3B,

gue codifican para las subunidades NR2C, NR3A y NR3B respectivamente, en
pacientes con autismo y pacientes con esquizofrenia (Tarabeux et al., 2011).
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2.4 ACETILCOLINA
2.4.1 Estructuray Sintesis de la Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor con actividad tanto en el sistema nervioso
periferico como en el sistema nervioso central, cuya féormula quimica es C7zH1sNO2. La
ACh es una molécula pequefia, la cual posee un éster, y un nitrdgeno cuaternario, el
cual le confiere cierta polaridad (PubChem, 2019; Figura 9)

Figura 9. Estructura de la acetilcolina. Recuperado de National Center for Biotechnology Information.
PubChem Database. Acetylcholine, CID=187.

El precursor de la acetilcolina es la colina, la cual lleva a cabo una reaccion con la
acetil-coenzima A, esta es catalizada por la acetilcolinesterasa, la cual acetila la colina
para sintetizar ACh. La colina es transportada por la sangre desde la periferia hasta
el SNC, la acetil-coenzima A es un producto del metabolismo de carbohidratos y la
acetilcolinesterasa es sintetizada por el reticulo endoplasmico (Webster, 2002).

Metabolismo

Después de actuar en el SNC, la acetilcolina es recapturada por transportadores,
poco afines, y es almacenada en vesiculas, ahi la acetilcolina es eliminada por la
acetilcolintransferasa. La butirilcolinesterasa es otra enzima que escinde a la ACh,
encontrada principalmente en células gliales (Wu y Hersh, 1994).

La ACh reacciona con el grupo hidroxilo de la serina, encontrada en el grupo aniénico
de la acetilcolintransferasa, esta se acetilay libera colina la cual regresa al medio para
formar mas ACh, finalmente la acetilcolintransferasa se acetila y forma acido acético
volviendo a su estado activo. (Webster, 2002; Figura 10).
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Figura 10. Metabolismo de la acetilcolina, catalizado por la acetilcolinesterasa. La ACh se une al grupo
anionico de la acetilcolinesterasa y reacciona con el grupo hidroxi-serina de la enzima, permitiendo la
acetilacion de la acetilcolinesterasa, liberando la colina, la cual regresa al medio para formar mas ACh,
después la enzima se hidroliza y vuelve a su estado activo, formando &cido acético. (Tomado de
Balanta D.J, 2016).

2.4.2 Funciones asociadas de la Acetilcolina en la corteza cerebral.,

La ACh actua sobre la corteza cerebral estimulando la actividad neuronal en ratas y
primates, en primates esta estimulacion esta relacionada con el comportamiento
(Kastner y Ungerleier, 2000),.

La ACh tiene dos tipos de funciones sobre la CFP: El primero esta relacionado con
los procesos "top-down" los cuales se ven implicados en la optimizacion del
procesamiento de estimulos y asociaciones , estos ayudan a clasificar los estimulos
en importantes y distractores (Kastner y Ungerleier, 2000), esto influye en el
comportamiento del individuo ayudando a poder actuar acordemente a un estimulo;
el segundo tipo de funcién son los procesos "bottom-up" los cuales ayudan a la
identificacion del contexto del estimulo sensorial (Treisman y Gelade, 1980), esto
influye en la deteccidn de objetivos y el procesamiento de la atencion

La acetilcolina también tiene un rol en el proceso del estado de alerta o el estado
consciente, el ritmo circadiano (Consolo et al., 1990; Kametani y Kawamura, 1991),
asi mismo, en el prosencéfalo basal la ACh incrementa el estado de alerta y suprime
el suefio caracterizado por movimientos oculares rapidos (Baghdoyan, Spotts y
Snyder, 1993).
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2.4.3 Funciones asociadas de la Acetilcolina en el Cuerpo Estriado.

Antes de describir la accion de la ACh a nivel del cuerpo estriado, es importante
mencionar el origen de la ACh que se encuentra actuando en el cuerpo estriado. Se
han encontrado 2 fuentes de ACh, la primera y la mas importante, las interneuronas
colinérgicas, y una menor de la proyeccion del nacleo pedunculopontino tegmental
(Woolf & Butcher, 1981, 1986)

Las interneuronas colinérgicas, son interneuronas grandes y aproximadamente
representan un 1-2% de la poblacién celular del cuerpo estriado. (Graybiel, 1990).
Estas interneuronas son inervadas por vias glutamatérgicas provenientes de la
corteza y el talamo (Wilson et al.,1990; Lapper & Bolam, 1992), asi como por vias
dopaminérgicas. Por otro lado, las interneuronas colinérgicas proyectan a las
neuronas espinosas medianas de proyeccion, las cuales también reciben informacion
de las fibras glutamatérgicas de la corteza y el talamo (Calabresi, et al.,1996, Graybiel,
1990).

Por lo anteriormente mencionado se observa que las fibras glutamatérgicas y las
colinérgicas que llegan a las neuronas espinosas medianas tengan una estrecha
relacion. Se ha encontrado evidencia de que las interneuronas colinérgicas del
estriado podrian mediar la informacion que proviene de la corteza a las neuronas
espinosas medianas (Calabresi, 2000).

También se ha encontrado que la ACh actia como regulador de la liberacion de
neurotransmisores en el estriado (Contant et al., 1996). Por ejemplo, se ha encontrado
evidencia de que la ACh reduce la liberacion de GABA y glutamato en el cuerpo
estriado, mediante la accion de sus receptores muscarinicos (Sugita et al., 1991).

Por otro lado, hay evidencia de una interaccién entre la dopamina y la ACh, se cree
gue la ACh tiene una accion sobre la liberacion de dopamina mediante receptores
nicotinicos, mientras que la dopamina previene la liberacion de ACh por las
interneuronas colinérgicas (Yan & Surmeier, 1997).

Otro punto es la accion de la ACh sobre las neuronas espinosas medianas, en las
cuales se ha encontrado que contribuyan a su activacion, mediante la inhibicién de
corrientes de K*, las cuales contribuyen a su estado inactivado, sin embargo, esta
accion se ha atribuido a los receptores muscarinicos M1 (Shen et al.,2007). Del
mismo modo, se ha encontrado que los receptores M4 de ACh inhiben a las
neuronas espinosas medianas (Oldenburg & Ding, 2011).

Por ultimo, se ha encontrado evidencia que sugiere que la ACh tiene un rol en la
enfermedad de Parkinson y la adiccidn en el cuerpo estriado (Smith & Villalba, 2008),
en el caso de la enfermedad de Parkinson, esta caracterizada por una disminucion de
los sistemas dopaminérgicos del cuerpo estriado, mientras que en la adiccion a
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estimulantes se encuentra un aumento de la funcién dopaminérgica, ambos defectos
en la funcidon dopaminérgica son precedidos por defecto en la actividad de otros
neurotransmisores, incluida la ACh (Di Chiara & Bassareo, 2007; Sulzer & Surmeier,
2013), lo cual puede sugerir que un desbalance de la interaccion dopamina-
acetilcolina esta implicado en la patofisiologia de la enfermedad de parkinson y la
adiccion a sustancias (Williams & Adinoff, 2008; Mark et al., 2011; Brichta, Geengard
& Flajolet, 2013).

3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
3.1 Interaccion de la Acetilcolina con los receptores Glutamatérgicos

Se ha encontrado que la ACh ejerce un rol mediante sus receptores nicotinicos sobre
la liberacion de glutamato y otros neurotransmisores en el sistema nervioso central
(Girod et al., 2000; Bancila et al., 2009).

Se ha descrito un aumento de la muerte celular causada por ACh, este aumento fue
bloqueado por atropina y no se vio afectado por tubocurarina, ambos antagonistas
clasicos de los receptores muscarinicos y nicotinicos de la ACh respectivamente
(Mattson, 1989) este efecto también fue observado sobre la exocitosis ligada a
glutamato siendo mediado por la activacion de receptores nicotinicos (Yamada et al.,
1998).

Con respecto a la interaccion de la ACh con el NMDAR, se han observado
potenciaciones de la corriente de NMDA, después de una aplicacion topica con ACh
y después de una perfusion de ACh y NMDA; sin embargo, estos efectos fueron
bloqueados por atropina (Markham y Segal, 1990; Metherate y Ashe, 1995; Daniel y
Dohanich, 2001), por lo tanto, es posible que la accion muscarinica es la responsable
por este efecto potenciador.

Por otro lado, también se ha descrito una accidén nicotinica que aumenta los
potenciales excitatorios postsinapticos, especificamente por los receptores a7
nicotinicos, asi mismo este efecto potenciador activa la liberacién de glutamato (Yang
et al., 2013; Zappettini et al., 2014, Lin et al., 2014).

Por altimo, algunos estudios sugieren una interaccion directa de la molécula de Ach
con el NMDAR. Flores-Hernandez (et al., 2009), en experimentos realizados en
presencia del co-agonista clasico de los receptores de NMDA, glicina, describen un
efecto inhibidor directo sobre la INMDA dada por agonistas y colinérgicos nicotinicos,
asi como por la fisostigmina, un inhibidor de la colinesterasa, en las cortezas prefrontal
y auditiva de rata, el cual no se debe a proteinas G. asi mismo el efecto inhibidor se
conservé aun en presencia de atropina lo cual sugiere que el mecanismo de este
efecto no es muscarinico. Ademas, Avila-Ruiz (et al., 2014) report6é un aumento de la
INMDA, en neuronas espinosas medianas y piramidales de rata tras un tratamiento
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cronico con Nicotina. Este estudio detalla que, tras el uso de antagonistas del AMPc,
el efecto persiste; proponiendo que actia por un mecanismo diferente al muscarinico.
Asi mismo, en neuronas piramidales de la corteza prefrontal de rata se ha observado
un efecto potenciador de la corriente de NMDA dado por acetilcolina, el cual se
sugiere es directo sobre el receptor de NMDA ya que este efecto se conserva en
presencia de antagonistas de los receptores clasicos a acetilcolina, en este estudio
se describieron dos efectos potenciadores de la ACh sobre la corriente de NMDA.
(Vazquez-Candanedo, 2019). Finalmente, en un estudio reportado por Islas et al.
(2022) se observoé que la ACh puede estar compitiendo por el sitio de union a ligando
del NMDAr, en estudios realizados en neuronas espinosas del cuerpo estriado y
estudios computacionales.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que la acetilcolina tiene un efecto potenciador sobre la corriente de
NMDA en neuronas piramidales de la corteza prefrontal de rata, que no esta
relacionado a los receptores clasicos de Acetilcolina muscarinicos o nicotinicos ya
gue el efecto potenciador fue conservado en presencia de los antagonistas clasicos
tubocurarina y atropina. Por otro lado, experimentos previos realizados en el
Laboratorio de Neuromodulacion de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla,
han descrito que este efecto potenciador de la ACh sobre la corriente de NMDA
también se encuentra en neuronas espinosas medianas del cuerpo estriado, esto con
concentraciones de ACh iguales a las utilizadas en la corteza prefrontal.,

Por esta razdon es de interés describir a detalle el mecanismo de accién de la
acetilcolina sobre el receptor a NMDA, se describira el papel de las subunidades
NR2A y NR2B sobre este aumento.

5.JUSTIFICACION

La acetilcolina es un neurotransmisor con efecto en varias estructuras del sistema
nervioso central, de nuestro interés especifico es la corteza prefrontal y el cuerpo
estriado. En la corteza prefrontal, la acetilcolina actia como estimulador tanto en ratas
como en primates y de igual forma tiene un efecto sobre el estado de alerta y las
distintas funciones ejecutivas en la corteza prefrontal como el procesamiento de
estimulos, la deteccion de objetivos, el proceso de atencion y la memoria.

Se ha observado una interaccion entre el receptor a NMDA y la ACh, si bien hay
evidencia de que esta interaccién se da por medio de los receptores clasicos de ACh,
nicotinicos y muscarinicos, es del interés de este estudio la interaccion directa de la
ACh con el receptor a NMDA, que ha sido descrita en estudios como un efecto
potenciador que no es dado por receptores muscarinicos (Avila-Ruiz et al., 2014) y
tampoco por receptores nicotinicos (Vazquez-Candanedo et al., 2019).
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Debido a que se ha observado que existen dos diferentes efectos de la ACh sobre la
corriente de NMDA es de interés describir el mecanismo de accion de este efecto
potenciador, y ya que se han descrito diferencias en la corriente de NMDA relacionada
a las subunidades que los componen, se sugiere que el efecto potenciador de la
acetilcolina esta regulado por el tipo de subunidades que componen al receptor.

6. HIPOTESIS
El efecto potenciador de la acetilcolina sobre el receptor a NMDA se vera modificado
por la composicion de subunidades del receptor, por lo que receptores que posean
diferentes tipos de subunidades tendran diferentes reacciones a la acetilcolina.

7. OBJETIVOS
7.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar el papel de las subunidades NR2A y NR2B sobre el efecto potenciador de
acetilcolina sobre la corriente activada por NMDA en corteza prefrontal y cuerpo
estriado de rata.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los siguientes objetivos se realizaran en neuronas espinosas del cuerpo estriado y
neuronas piramidales de la corteza prefrontal de rata

e Evaluar el efecto de Acetilcolina en dosis respuesta sobre la corriente de
NMDA

= Caracterizar el efecto de la acetilcolina sobre la corriente activada por NMDA
en presencia de antagonistas selectivos a las subunidades NR2A (TCN-201) y
a la subunidad NR2B (Ifenprodil).

8. MATERIAL Y METODOS

8.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio basico experimental.
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8.2 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

Este proyecto es llevado a cabo en el laboratorio de Neuromodulacion dentro del
Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla durante el
periodo comprendido entre 2023 y 2024.

8.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

La técnica de trabajo a utilizar es la técnica de patch clamp en configuracién Whole
cell en células agudamente disociadas de ratas Wistar macho.

Preparacion

1. Extraccion de las células de ratas Wistar macho de 30 dias, y de 100-120 gr.
de peso: Se utiliza Halotano para anestesiar a los animales y decapitarlos, se
realiza la extraccion del cerebro en menos de un minuto y treinta segundos
para preservar la viabilidad celular; El cerebro se sumerge en una solucién
Isetionato burbujeado con O..

2. Extraccion de rebanadas: El cerebro se retira de la solucion isetionato para
colocarlo en un vibratomo y realizar rebanadas de 350 pm que contengan la
zona de interés, y se disecciona. Finalmente, las rebanadas se sumergen en
solucion salina balanceada de Earl (EBSS), por al menos una hora,
burbujeadas con una mezcla de 5%C0?/ 95% 02.2

3. Disociacion de rebanadas: Para disociar las rebanadas se colocan en solucion
de salina balanceada de Hanks (HBSS), en la cual previamente se disuelve 30
mg de papainay se coloca a 35°C, por 10 minutos. Posteriormente se disocian
las rebanadas mecéanicamente utilizando pipetas de vidrio de tamafio
descendente.

Técnica electrofisiologica

1. Deteccion de células: La suspension obtenida tras la disociacion de células
disociadas se observa al microscopio, y es perfundida por una solucion de
fondo en constante recambio, la cual provee a las células de nutrientes que
contribuyen a la conservacién de las neuronas.
Durante esta fase se buscan células viables para el experimento, las cuales se
identifican de acuerdo a su morfologia, una vez encontrada una célula viable
se utiliza un capilar de vidrio previamente llenado con una solucidon que
asemeja el interior de la célula, el cual cubrird un electrodo que registrara la
actividad de la célula y se acercara a la célula para tocarla

2. Sello: Una vez se toca la célula con el capilar, se hace sello entre el electrodo

de registro y la membrana (del orden de GQ) y posteriormente se rompe la
membrana celular mediante un proceso de succion.
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3. Protocolo electrofisiologico:

a) Protocolo de rampa: Consiste en someter a la célula a cambios subitos
de voltaje, desde los -100mV hasta +40 mV, con el fin de activar canales
ibnicos activados por voltaje de Na* y Ca?' y observar corrientes
evocadas por estos canales. Este protocolo se utiliza para evaluar la
resistencia de la membrana a cambios eléctricos, y en caso de obtener
corrientes de Na* y Ca?* se considera como un indicativo de viabilidad
celular y se prosigue con el siguiente protocolo electrofisioldgico. En
caso de que la célula no presente estas corrientes, se descarta.

b) Protocolo de aplicacion: Se realiza mediante la técnica de fijacion de
voltaje a un potencial de -80 mV en configuracion de célula completa.
Para realizar la aplicacién del farmaco, se acercan a la célula dos
capilares que perfundiran a la célula con las soluciones a utilizar.
Primero se perfunde la célula con una solucion control libre de T.E.A, en
este caso la cual no genera ningun cambio en la apertura de canales y
se considera. En segundo lugar, se aplica el farmaco que generara las
corrientes a estudiar de las cuales se medira el efecto y finalmente se
detiene esta aplicacion.

El protocolo completo tiene una duracion de 30 segundos de los cuales
3 segundos son destinados a la aplicacion del farmaco generador de
corrientes.

8.3.1 Composicién de las soluciones utilizadas

La composicion de las soluciones utilizadas se encuentra en las siguientes tablas, en
la parte superior de cada tabla se encuentra el nombre de la solucion:

Tabla 5. Composicion de la solucion de Isetionato de sodio

Agente Concentracién (mM)
Isetionato de sodio 140
Glucosa 23
HEPES 15

KClL 2

MgCL, 2

CaCl, 0.1

Rojo Fenol 1%
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Tabla 6. Composicion de la solucion salina balanceada de Earl (EBSS).

Agente Concentraciéon (mM)

KCL 5.36

NaCl 116.35
Bicarbonato de sodio 26.18
NaHPO 1.015
MgSO, 1.62

CacCl, 2
Glucose 5.54

Rojo fenol 1%

Tabla 7. Composicion de la solucion salina balanceada de Hanks (HBSS).

Agente Concentracién (mM)
Stock, SIGMA 5.4
HEPES 0.3

Tabla 8. Composicion de la solucion de fondo.

Agente Concentracién (mM)
NaCl 140
Glucosa 23
HEPES 15
KCl 2
MgClL, 2
CaCl, 1
Rojo fenol 1%

Tabla 9. Composicion de la solucién libre de T.E.A.

Agente Concentracién (mM)
NaCl 127
Glucosa 12
HEPES 10
KCL 2
CaCl, 2
CsCl 20
BaCl, 5
Rojo fenol 1%

Todas las soluciones fueron ajustadas a un p.H fisiolégico de 7.4 y una osmolaridad
de 300-310 mOsm. Para el caso de las soluciones: de Isetionato de sodio, EBSS y
HBSS, fueron suplementadas con (en mM): 1 &cido piravico, 0.005 glutatién, 0.1 N-
G-nitro-Larginina y 1 4cido kinurénico.
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En cuanto a los farmacos a utilizar para probar sus efectos, estos se diluyeron en la
solucion Libre de T.E.A para obtener las concentraciones deseadas mencionadas a

continuacion.

Tabla 10. Concentracién de los farmacos a utilizar.

Farmaco

Concentracion

Justificacion

NMDA

100 uM

La concentracién por
encima de EC50 y que
produce respuestas
consistentes. (Flores-
Hernandez et. al., 2002)

Acetilcolina

10, 30, 100, 300 pM
10, 30, 100, 300 nM
10, 30, 100, 300 M

1,3,
1,3,
1,3,

Obtener una curva dosis
respuesta del efecto de
ACh sobre la corriente de
NMDA.

Ifenprodil

1 uM

Se ha observado un
bloqueo de la corriente de
receptores a NMDA
conformados por la
subunidad NR2B a esta
concentracion (Brittain et
al., 2012)

TCN-201

Concentracion inhibitoria
50 del farmaco en
receptores que expresan
las subunidades NR2A
(Hansen, 2012).

8.4 ANALISIS DE DATOS

Para medir el efecto del farmaco de interés se requiere adquirir corrientes de tres
condiciones experimentales:

a) Condicion control: En la cual se caracterizan las corrientes
obtenidas en presencia del ligando que evoca las

corrientes.

b) Condicion efecto: En esta condicidén se coaplica el ligando
junto con otro farmaco que ejercera un efecto sobre la

corriente a estudiar.

c) Condicion de lavado: Se regresa a la condicién control
para determinar si el efecto del tratamiento es reversible.
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Se obtienen 3-5 trazos estables de las condiciones anteriores, y se promedian, en la
figura 11 se muestran trazos representativos de los 3-5 trazos estables y el promedio
obtenido, de estos promedios se mide la corriente al pico. Para obtener el efecto de
la condicién tratamiento se utiliza la siguiente formula:

. Condiciéon efecto
Porcentaje de efecto=(( , e — : — ) —1)*100
Promedio condiciéon control y condicion lavado

Promedio

Figura 11. Trazos representativos de 3-5 trazos estables, que se promedian para obtener los picos de
corriente utilizados para medir los efectos de los diferentes farmacos a utilizar. En A, se muestran los
trazos separados (1-4), y el promedio, en B se muestran los mismos trazos superpuestos, y en negro
se resalta el promedio
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Determinacién de la condicién control y condicion efecto.

1. Para la curva dosis respuesta: Se tomé como condicién control y lavado la
medicién de la corriente al pico del promedio de 3-5 trazos estables de la
corriente generada por 100 MM de NMDA.
Se tomo como condicion efecto la medicidn de la corriente al pico del promedio
de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion de 100 uyM
de NMDA vy las diferentes concentraciones de ACh.

2. Para la determinacion del papel de la subunidad NR2A: En este caso se utilizd
el antagonista selectivo a las subunidades NR2B, el Ifenprodil para bloquear
esta subunidad y trabajar sobre los receptores NMDA que contienen la
subunidad NR2A.
Para este caso se tomaron diferentes condiciones de control y de lavado:

-En primer lugar se desea determinar el efecto de Ifenprodil sobre la corriente
de NMDA por lo gue se tom6 como condicidén control y lavado la medicion de
la corriente al pico del promedio de 3-5 trazos estables de la corriente generada
por 100 uM de NMDA.

Se tomo6 como condicion efecto la medicidn de la corriente al pico del promedio
de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion de 100 yM
de NMDA y de 1 MM de Ifenprodil.

-Para determinar si se conserva el efecto de ACh sobre la corriente de NMDA,
se tomd como condicion control y lavado la medicion de la corriente al pico del
promedio de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion
de 100 puM de NMDA 'y de 1 MM de  Ifenprodil.
Se tomo como condicion efecto la medicion de la corriente al pico del promedio
de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion de 100 uM
de NMDA, 1 uyM de Ifenprodil y ACh dependiendo de la informacién dada por
la curva dosis respuesta.

-Finalmente para determinar si existe una diferencia entre los efectos de
Ifenprodil 1 uM y la coaplicacién de Ifenprodil y ACh, se toma como condicidn
control y lavado la medicién de la corriente al pico del promedio de 3-5 trazos
estables de la corriente generada por 100 Mm de NMDA.
Se tomo como condicion efecto la medicion de la corriente al pico del promedio
de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion de 100 uM
de NMDA, 1 uM de Ifenprodil y ACh dependiendo de la informacién dada por
la curva dosis respuesta.
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3. Para la determinacion del papel de la subunidad NR2B: En este caso se utilizd
el antagonista selectivo a las subunidades NR2A, el TCN-201 para bloquear
esta subunidad y trabajar sobre los receptores NMDA que contienen la
subunidad NR2B.
Para este caso se tomaron diferentes condiciones de control y de lavado:

-En primer lugar, se desea determinar el efecto de Ifenprodil sobre la corriente
de NMDA por lo que se tom6 como condicion control y lavado la mediciéon de
la corriente al pico del promedio de 3-5 trazos estables de la corriente generada
por 100 uM de NMDA.

Se tomo como condicion efecto la medicidn de la corriente al pico del promedio
de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion de 100 yM
de NMDA y de 1 yM de TCN-201.

-Para determinar si se conserva el efecto de ACh sobre la corriente de NMDA,
se tomd como condicion control y lavado la medicion de la corriente al pico del
promedio de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion
de 100 pM de NMDA 'y de 1 MM de  TCN-201.
Se tom6 como condicion efecto la medicion de la corriente al pico del promedio
de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion de 100 uM
de NMDA, 1 uM de TCN-201 y ACh dependiendo de la informacion dada por
la curva dosis respuesta.

-Finalmente para determinar si existe una diferencia entre los efectos de
Ifenprodil 1 uM y la coaplicacion de TCN-201 y ACh, se toma como condicién
control y lavado la medicién de la corriente al pico del promedio de 3-5 trazos
estables de la corriente generada por 100 uM de NMDA.
Se tomo como condicion efecto la medicion de la corriente al pico del promedio
de 3-5 trazos estables de la corriente generada por la coaplicacion de 100 uM
de NMDA, 1 uM de TCN-201 y ACh dependiendo de la informacién dada por
la curva dosis respuesta.

8.5 DISENO ESTADISTICO

Para realizar la curva dosis respuesta se obtuvieron al menos 5 mediciones del efecto
se cada una de las concentraciones de ACh las cuales se promediaron y se obtuvieron
la desviacion estandar y el error estandar, de los cuales, se graficé el promedio del
efecto y el error estandar, y se realizd un ajuste a una funcion no lineal para explicar
la tendencia de los datos.

Para determinar si el efecto de ACh seguia presente en presencia de los antagonistas
a las diferentes subunidades, se realizé una prueba t de Student, para determinar la
diferencia entre el efecto de ACh (tomando como condicidon de control y lavado la
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aplicacion de 100 uM de NMDA) y el efecto de ACh en presencia de los antagonistas
(tomando como condicién control y lavado la aplicacion de los antagonistas).

Finalmente para determinar el efecto de la ACh en presencia de los antagonistas se
realizé una prueba t de Student, para determinar la diferencia entre el efecto de los
antagonistas y el efecto de ACh en presencia de los antagonistas (en ambos efectos
tomando como condicion de control y lavado la aplicacion de 100 yM de NMDA).

9. LOGISTICA
9.1 RECURSOS HUMANOS

Experimentacion: Diana Maria Vazquez Candanedo

Asesoria: D.C Jorge Luis Valente Flores Hernandez, M. en C. Erika Lorena Arroyo
Rios.

9.2 RECURSOS FINANCIEROS

El equipo de laboratorio, asi como los reactivos y sustancias usados en este proyecto
son financiados por el fondo fijo del Laboratorio de Neuromodulacion del Instituto de
Fisiologia de la BUAP.

Los modelos animales, y su mantenimiento son financiados por la Vicerrectoria de
Investigacion y Estudios de Posgrado de la Benemérita Universidad Autbnoma de

Puebla.

El cuidado de los modelos animales es realizado por el bioterio “Claude Bernard” de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

10. BIOETICA
Todos los animales utilizados en este estudio fueron mantenidos y manejados por el

bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).
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11. RESULTADOS

11.1 En el cuerpo Estriado

Se registraron un total de 76 neuronas espinosas medianas (MSNs) del cuerpo
estriado de ratas de la cepa Wistar, con los datos obtenidos se realizé un histograma
de distribucion de capacitancias. Las capacitancias obtenidas se encuentran en un
rango de 4 - 11 pF, con un promedio de 7.47+0.18. Los datos fueron ajustados a una
curva gaussiana con una R? de 0.87, indicaAndonos una distribucién normal (Figura
12). Ya que la capacitancia tiene equivalencia con el tamafio neuronal el micrometros,
se realizé una equivalencia en la tabla 11.

N 25+

L R? = 0.874 N
g - =) N=76 células £ 722
._ x =7.47+0.18 - 7 45
3 S . \
C 15+ - g e
Q 20 ym
O 40-
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o >
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3
Z 0 [l I I I =T ; N
3 5 7 9 11 ﬂ ey '

Capacitancia (pF)

Figura 12. Histograma de las capacitancias celulares obtenidas de las 76 neuronas espinosas
medianes registradas del cuerpo estriado. Este parametro fue registrado antes de aplicar algin
protocolo electrofisiolégico. Se obtuvo la capacitancia (en picofaradios - pF) de 76 neuronas y se les
aplico un ajuste de Gauss con una R?= 0.874. A la derecha se muestran micrografias representativas
de MSNs registradas.

Capacitancia Radio en Equivalencia utilizada
registrada = micrémetros

4 22.48 Tomando en cuenta a la capacitancia como una
5 28.1 constante biolégica que equivale aproximadamente a
6 33.72 1 picofaradio por 5.6 micrometros de diametro, si se
7 39.34 considera a la neurona como una esfera, sin
8 44.96 embargo, este calculo no es exacto ya que solo se
9 50.58 toma en cuenta los somas celulares y las dendritas
12 6516922 suman superficie al tamafio de la célula y por lo tanto

suman al valor de la capacitancia.

Tabla 11. Equivalencia de capacitancias a micrémetros en el cuerpo estriado. Se tabularon los
valores registrados de capacitancia y se convirtieron a micrémetros utilizando la equivalencia de 1
picofaradio por 5.6 micrometros de diametro, si se considera a la neurona como una esfera, sin
embargo, este calculo no es exacto ya que solo se toma en cuenta los somas celulares y las dendritas
suman superficie al tamafio de la célula y por lo tanto suman al valor de la capacitancia.

38



Para establecer la viabilidad de las células registradas, se aplicé a cada una de las
células un protocolo de rampa de voltaje, en caso de obtener una corriente de sodio
(Na*) y una corriente de Calcio (Ca?*) se considera como un indicativo de la viabilidad
celular ya que sefiala que la membrana celular es resistente a cambios de voltaje y
por lo tanto puede regular estos cambios (Arroyo-Rios, 2021). Por lo tanto, solo se
aplicaron los siguientes protocolos electrofisiolégicos a MSNs que presentaran
corriente de sodio (Na*) y una corriente de Calcio (Ca?*) (Gréfica 1).

Pico de Corriente de Na' : 3087.17 pAa-48.82m
1 Pico de Corriente de Ca” : 329.29 pA a -8.08 mV
O B et
-500 - Corriente de [Calcio
-1000 -
<
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o
‘= -2000
Q
&
-2500 -
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S0t T T
-120 -100 -80 60 -40 -20 0 20 40 60

Voltaje (mV)

Figura 13. Trazo representativo de las corrientes de Na* y Ca?" obtenidas por el protocolo de
RAMPA en el cuerpo estriado.

Para la siguiente etapa del experimento, se registraron las MSNs neuronas mediante
la técnica de fijacion de voltaje en configuracion de célula completa, se aplic6 NMDA
a una concentracion de 100 uM, en ausencia de Glicina, y acetilcolina a
concentraciones en picomolar (pM): 0.3, 1, 3, 10, 30, 300; en nanomolar (nM): 1,3,
10, 30, 300 y en micromolar (uM): 1,3, 10, con el objetivo de realizar una curva dosis
respuesta y determinar si el efecto modulador de la ACh es dependiente de la
concentracion.

Para una mejor representacion grafica y analisis de los datos que incluyen varios
ordenes de magnitud, fueron convertidos a escala logaritmica, posteriormente fueron
ajustados a una funcion que describa el efecto regulador de la ACh sobre la corriente.

Para este caso se realizé un ajuste con una funcién doble de Hill con una R? de 0.81,
y la cual describe una relacion directamente proporcional al aumento de la
concentracion desde concentraciones picomolares, hasta concentraciones
nanomolares, donde llega a su maximo efecto de 57.39%, para posteriormente reducir
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el efecto conforme las concentraciones de acetilcolina llegan a niveles micromolares,
se obtuvo una concentracion efectiva 50 de aproximadamente 10.10 nM y para el
caso de la disminucién del efecto potenciador tiene una concentracion inhibitoria 50
de aproximadamente 643 nM (Gréfica 2).

T y = (Amin + (AmaxL-Amin]*((x*dx_1)/((x0_1rdx_1)+
1 00 _ Ecuacion (x*dx_1)))) + (Amin + (Amax2-Amin)*((x*dx_2)/
((x0_27dx_2)+(x"dx_2))))
_ Valor Error Std.
T Inhibicién Min. -3.10561 3.55967
Respuesta Min. -51.78786 12.95393
80 + Aumento Max. 57.39545 6.61806
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Figura 14. Curva dosis-respuesta del efecto de Acetilcolina sobre la corriente de NMDA, en el
cuerpo estriado. Se muestra una curva dosis respuesta del efecto de Acetilcolina a concentraciones
molares, en picomolar (pM): 1, 3, 10, 30, 300; en nanomolar (nM) : 1, 3, 10, 30, 300 y en micromolar
(MM) 1, 3, 10, 30 y 300) sobre la corriente de NMDA, se observa un aumento del efecto de la acetilcolina
relacionado al aumento de la concentracion desde concentraciones picomolares [1pM], hasta
concentraciones nanomolares [300nM], donde llega a su méaximo efecto a una concentracion de
[10nM], el aumento de la concentracién comienza a disminuir en la concentracion de [1uM] para
disminuir a un minimo de [10uM].

Una vez obtenida la curva dosis respuesta y debido a que se propone que el efecto
potenciador de Acetilcolina sobre la corriente de NMDA se debe a la variabilidad en
la composicion de los receptores a NMDA en cuanto a subunidades, se realizaron
experimentos para investigar si las subunidades NR2A y NR2B desempefian un papel
en este efecto potenciador.

Para dilucidar el papel de la subunidad NR2A, se realizaron experimentos aplicando
el antagonista selectivo a la subunidad NR2B, el Ifenprodil, para aislar
farmacologicamente a los receptores cuya estequiometria incluyera la subunidad
NR2A, para esta fase del experimento se registraron 9 MSNs, los trazos
representativos de estos experimentos se encuentran en la figura 15, enumerados
segun la condicion. Primeramente, se estableci6é que la concentracion de acetilcolina
10 nM incrementara la corriente de NMDA en ausencia del coagonista glicina. Se
consider6 dicha concentracién debido a que, como se muestra en la figura 14, ejerce
un efecto maximo de aumento sobre la corriente de NMDA, ademas de que el error
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estadndar es menor. Se obtuvo un promedio de aumento del 45.11+ 8.48%, en los
trazos representativos se muestra un aumento del 26.11% (Figura 13, trazos 1y 3
representan los controles y el trazo 2 representa el efecto de ACh 10nM).

En caso de confirmar que existié un incremento, se coaplicé [Ifenprodil 1uM] y [NMDA
100uM] (Figura 13, trazo 4) para investigar el papel de los receptores de NMDA con
subunidades NR2A, encontrdndose que reduce la corriente con un promedio del
70.96+£3.62%. Para dilucidar el efecto de la acetilcolina sobre los NMDArs con
estequiometria mencionada, se afadié al bafio [ACh 10nM] (Figura 13, trazo 5),
encontrandose un incremento con promedio del 7.21+6.53% con respecto a su
control, en la figura 12 se representa un 10.06% de aumento (Figura 13, trazos 4 y 6).

Una vez determinado el efecto de la acetilcolina 10 nM en las condiciones
previamente descritas, se retird del bafio este neurotransmisor, observandose un
efecto reversible (Figura 13, trazo 6) con respecto a su control (Figura 13, trazo 4).
Posteriormente se lavd el efecto del Ifenprodil (Figura 13, trazo 7), el cual fue
parcialmente lavado con respecto al trazo “3”. Finalmente, para corroborar que la
acetilcolina incrementa la corriente en ausencia de Ifenprodil se coaplico al final de
cada protocolo [NMDA 100uM] y [ACh 10nM] (Figura 13, trazos 7 y 9 controles trazo
8 efecto ACh 10nM), notandose en este registro un aumento del 25.06%. Todas las
pruebas se realizaron en ausencia del coagonista clasico glicina.

O, ® © @ & ©

NMDA 100puM

10.06% ‘J

25.47%|
26110/0 10 seg

100 pA

Figura 15. Trazos representativos del efecto de ifenprodil en el aumento generado por ACh
sobre la corriente de NMDA en el cuerpo estriado. Cada trazo representa la corriente de NMDA
generada por distintas condiciones, indicadas por las lineas horizontales sobre los trazos, y
enumeradas.
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Para determinar si los efectos anteriores son significativos, se comparo la corriente
generada por las diferentes condiciones (Figura 15, 1-9). Para confirmar que existe
un aumento de la corriente de NMDA dado por [ACh 10nM] se compararon los picos
de ambas condiciones con una prueba t de Student (Pareada), y se encontré que son
estadisticamente diferentes con una p=0.003; t=4.01; grados de libertad(gl)=8 (Figura
16)

@ NMDA 100uM- o @& = = =
*kk
p=0.003
NMDA 100.M tde Séudenr
+ ACh 10 nM = pareada
n=9
_I_I_I_I_I_I_I_I_ITI_I_I_I_I_I_I_I_ITI_I_I_I_I_I_I_I_I—l
0 200 400 600
Corriente (pA)

Figura 16. Comparacidn de las corrientes generadas por la aplicacion de: 1) NMDA 100pM, 2)
NMDA 100uM y ACh 10nM, en el cuerpo estriado. Las barras representan los promedios de los picos
con sus respectivos errores estandar, mientras que las formas representan los picos de los trazos
individuales. Se observa un aumento de la corriente de NMDA dado por la acetilcolina el cual es
significativo dedo por una prueba t de Student (Pareada), (p=0.003). Los asteriscos representan la
significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para
p<0.001 y ns para no significante.

En segundo lugar, se encontré que el efecto inhibidor del ifenprodil sobre la corriente
de NMDA es significativo con una p=0.005; t=3.805; gl=8 (Figura 17, A). Si bien al
afadir [ACh 10nM] provocé un aumento, este no fue significativo con una p=0.305;
t=1.094; gl=8 (Figura 17, B), finalmente al comparar el efecto de [ACh 10nM] e
[Ifenprodil 1uM y ACh 10nM] sobre la corriente de NMDA se encontr6 una diferencia
significativa con una p=0.003; t=4.154; gl=8 (Figura 17, C). Estas diferencias fueron
dadas por una prueba t de Student pareada.
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Figura 17. Comparacion de las corrientes generadas por la aplicacion de: 1) NMDA 100pM, 2)
NMDA 100pM y ACh 10nM, 4) NMDA 100uM e Ifenprodil 1uM, 5) NMDA 100uM, Ifenprodil y ACh
10nM, en el cuerpo estriado. Las barras representan los promedios de los picos con sus respectivos
errores estandar, mientras que las formas representan los picos de los trazos individuales. Se observa
que el ifenprodil disminuye la corriente de NMDA significativamente (p=0.003), mientras que la adicion
de ACh no genera algun cambio significativo (p=0.305), y que el efecto de aumento de ACh no se
conserva en presencia del ifenprodil. Prueba realizada: “t” de Student pareada. Los asteriscos
representan la significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y
(***) para p<0.001 y ns para no significante.

Finalmente, se comparé el porcentaje de efecto de [ACh 10nM], [Ifenprodil 1uM] e
[Ifenprodil 1uM y ACh 10nM] realizando una prueba ANOVA de 2 vias, obteniendo
una diferencia significativa entre los grupos [ACh 10nM] e [Ifenprodil 1uM] y grupos
[ACh 10nM] e [Ifenprodil 1uM y ACh 10nM] con una p<0.001 y no se encontrd
diferencia significativa entre los grupos [Ifenprodil 1uM] e [Ifenprodil 1uM y ACh 10nM]
con una p=0.995 (Figura 18).
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Figura 18. Comparacioén del efecto (%) sobre la corriente de NMDA de: 1) ACh 10nM, 2) Ifenprodil
1uM, 3) Ifenprodil y ACh 10nM, en el cuerpo estriado. Las barras representan los promedios de los
porcentajes de efecto con sus respectivos errores estandar. Se observa que la ACh tiene aumenta la
corriente de NMDA con un promedio aproximado del 45.11+8.48%, mientras que el ifenprodil disminuye
la corriente con un promedio del 70.95+£3.61% Yy la ACh en presencia del ifenprodil no genera un cambio
significativo (p=0.995) realizando una prueba ANOVA de 2 vias. Los asteriscos representan la
significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 vy (***) para
p<0.001. y ns para no significante.
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Con el objetivo de aislar farmacologicamente los receptores cuya estequiometria
incluyera la subunidad NR2B, se realizaron registros en 9 neuronas espinosas
medianas de cuerpo estriado los trazos representativos de estos experimentos se
encuentran en la figura 19, enumerados segun la condicién. En primer lugar, se
determind que una concentracion de 10 nM de acetilcolina incrementaba la corriente
de NMDA en ausencia del coagonista glicina, se registré un incremento del
27.21+6.05%, mientras que en los trazos representativos se observd un aumento del
26.80% (Figura 19, los trazos 1 y 3 representan controles y el trazo 2 representa el
efecto de ACh).

En caso de confirmar que existe incremento, se realizaron experimentos utilizando
[TCN-201 1uM] antagonista selectivo a las subunidades NR2A, se obtuvo un aumento
de la corriente con un promedio del 24.60+7.71%, en la figura se representa un
aumento del 40.06% (Figura 19, trazo 4). Para estudiar el efecto de la ACh sobre los
NMDArs con la estequiometria deseada, se coaplicé el [TCN-201 1uM] y [ACh 10nM]
(Figura 19, trazo 5) encontrandose un aumento con promedio del 19.81+4.19% sobre
el aumento generado por el [TCN-201 1uM], una vez se obtuvo este efecto, se detuvo
la aplicacion de [ACh 10nM] lo cual restableci6 el efecto con respecto a su control
(Figura 19, trazo 6). Asi mismo, se lavé el efecto del TCN-201 el cual fue parcialmente
lavado con respecto al control del trazo 3 (Figura 19). Finalmente, para verificar que
la ACh conserva el efecto de incremento, se coaplico, al final de cada protocolo
[NMDA 100uM] y [ACh 10nM], cuando la célula registrada lo permitiera, en este
registro el aumento fue del 40.09%. (Figura 19, trazos 7 y 9 representan controles y

el trazo 8 representa el efecto de ACh).
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Figura 19. Trazos representativos del efecto de TCN-201 en el aumento generado por ACh sobre
la corriente de NMDA en el cuerpo estriado. Cada trazo representa la corriente de NMDA generada
por distintas condiciones, indicadas por las lineas horizontales sobre los trazos, y enumeradas.
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Con el fin de evaluar si los efectos observados son significativos, se compar6 la
corriente generada bajo las distintas condiciones experimentales (Figura 19, 1-9).
Para verificar el aumento en la corriente de NMDA provocado por [ACh 10 nM], se
analizaron los picos de ambas condiciones mediante una prueba t de Student
pareada, la cual arrojé una diferencia estadisticamente significativa con un valor de
p=0.004; t=4.468; gl=8 (Figura 20).
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Figura 20. Comparacion de las corrientes generadas por la aplicacion de: 1) NMDA 100uM, 2)
NMDA 100uM y ACh 10nM, en el cuerpo estriado. Las barras representan los promedios de los picos
con sus respectivos errores estandar, mientras que las formas representan los picos de los trazos
individuales. Se observa un aumento de la corriente de NMDA dado por la acetilcolina el cual es
significativo dedo por una prueba t de Student (p=0.004). Los asteriscos representan la significancias
al realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001 y ns para
no significante.

En segundo lugar, se determino si el efecto del TCN-201 sobre la corriente de NMDA
es significativo, y si bien se puede observar un aumento, este no fue significativo al
aplicar una prueba “t” de Student, arrojando una p=0.342; t=1.009; gl=8 (Figura 21,
A). Sin embargo, al aplicar [ACh 10 nM] produjo un aumento significativo, con una
p=0.03; t=2.598; gl=8 (Figura 21, B). Por ultimo, al comparar el efecto de [ACh 10 nM]
con el de [TCN-201 1 uM y ACh 10 nM] sobre la corriente de NMDA, no se obtuvo
una diferencia significativa con una p=0.629; t=0.5018; gl=8 (Figura 21, C). Estas
diferencias se determinaron mediante una prueba t de Student, previa verificacion de
normalidad utilizando la prueba de Shapiro-Wilk.
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Figura 21. Comparacién de las corrientes generadas por la aplicacion de: 1) NMDA 100uM, 2) NMDA
100uM y ACh 10nM, 4) NMDA 100uM y TCN-201 1puM, 5) NMDA 100uM, TCN-201 uM y ACh 10nM, en
el cuerpo estriado. Las barras representan los promedios de los picos con sus respectivos errores estandar,
mientras que las formas representan los picos de los trazos individuales. Se observa que el aumento de
TCN-201 sobre corriente de NMDA no es significativo (p=0.342), mientras que la adicion de ACh genera un
aumento significativo (p=0.031) sobre el aumento generado por TCN-201 y que las corrientes generadas
por NMDA 100pM+ ACh 10nM y NMDA 100uM+TCN-201 1uM+ACh 10nM no son significativamente
diferentes p=0.629. Los asteriscos representan la significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para
p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001 y ns para no significante.

Finalmente, se compararon los porcentajes de efecto de [ACh 10 nM], [TCN-201 1
MM] y [TCN-201 1 uM y ACh 10 nM] mediante una prueba ANOVA de 2 vias. Los
analisis mostraron que no existe diferencia significativa entre ninguno de los grupos
p=0.961, p=0.346 y p=485 (Figura 22).
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Figura 22. Comparacién del efecto (%) sobre la corriente de NMDA de: 1) ACh 10nM, 2) TCN-201
1uM, 3) TCN-201 1uM y ACh 10nM, en el cuerpo estriado. Las barras representan los promedios de
los porcentajes de efecto con sus respectivos errores estandar. Se observa que la ACh tiene aumenta
la corriente de NMDA con un promedio aproximado del 27.21+6.05% mientras que el TCN-201
aumenta la corriente con un promedio del 24.6£7.71% y la ACh en presencia del TCN-201 genera un
aumento adicional con promedio del 19.82+4.19%. Los asteriscos representan la significancias al realizar
las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001 y ns para no significante.
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11.2 En la corteza prefrontal

Se registraron un total de 62 neuronas piramidales (NPs) de la corteza prefrontal de
ratas de la cepa Wistar. A partir de los datos obtenidos, se construy6 un histograma
de distribucion de capacitancias. Las capacitancias registradas oscilaron entre 7'y 22
pF, con un promedio de 12.08+0.41. Los datos se ajustaron a una curva gaussiana
con un coeficiente de determinacion (R?) de 0.958, lo que sugiere una distribucion

normal (Figura 23).
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Figura 23. Histograma de las capacitancias celulares obtenidas de 62 neuronas piramidales de
la corteza prefrontal. Este parametro fue registrado antes de aplicar algin protocolo electrofisiolégico.
Se obtuvo la capacitancia (en picofaradios) de 62 neuronas y se les aplicé un ajuste de Gauss con una
R?= 0.958. A la derecha se muestran micrografias representativas de NPs registradas.

Capacitancia Radio en Equivalencia utilizada
registrada | micrémetros
7 39.34
8 44 .96
9 50.58 . .
Tomando en cuenta a la capacitancia como una constante
10 56.2 L . ! . .
1 61.82 biolégica que equivale aproximadamente a 1 picofaradio por 5.6

micrometros de diametro, si se considera a la neurona como una

12 67.44 - )

13 73.06 esfera, sin embargo, este calculo no es exacto ya que solo se

14 78.68 toma en cuenta los somas celulares y las dendritas suman

15 84' 3 superficie al tamafo de la célula y por lo tanto suman al valor de
i la capacitancia.

18 101.16

21 118.02

23 129.26

Tabla 12. Equivalencia de capacitancias a micrometros en la corteza prefrontal. Se tabularon los
valores registrados de capacitancia y se convirtieron a micrémetros utilizando la equivalencia de 1
picofaradio por 5.6 micrometros de diametro, si se considera a la neurona como una esfera, sin
embargo, este célculo no es exacto ya que solo se toma en cuenta los somas celulares y las dendritas
suman superficie al tamafio de la célula y por lo tanto suman al valor de la capacitancia.

Para evaluar la viabilidad celular, se aplicé a cada NP un protocolo de rampa de
voltaje. La presencia de corrientes de sodio (Na*) y calcio (Ca2*) se consideré
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indicativa de la viabilidad de la membrana celular, ya que refleja la capacidad de la
célula para resistir y regular cambios de voltaje (Arroyo-Rios, 2021). Sélo las NPs que
presentaron dichas corrientes fueron seleccionadas para aplicar protocolos
electrofisiolégicos adicionales (Figura 24).

Pico de Corriente de Na': 4634.87 pA a-53.25mv
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Figura 24. Trazo representativo de las corrientes de Na* y Ca®" obtenidas por el protocolo de
RAMPA en la corteza prefrontal.

En la siguiente etapa del experimento, se registraron las NPs mediante la técnica de
fijacibn de voltaje en configuracion de célula completa. Se aplic6 NMDA a una
concentracion de 100 pM, en ausencia de dglicina, junto con acetilcolina a
concentraciones que abarcaron diferentes 6rdenes de magnitud: en femtomolar (fM):
3, 10, 30, 100, 300; en picomolar (pM): 1,3, 10, 30, 100, 300; en nanomolar (nM): 1,3,
10, 30, 100, 300 y en micromolar (uM): 1,3, 10. Esto permitié construir una curva
dosis-respuesta para determinar si el efecto modulador de la ACh depende de su
concentracion. Los datos se convirtieron a escala logaritmica para facilitar el analisis
y se ajustaron a una funcion que describe el efecto regulador de la ACh sobre la
corriente (Gréfica 8). Se realiz6 un ajuste con una funcion doble de Hill, obteniendo
un R2 de 0.95. Los resultados indicaron que la ACh provoca un efecto directamente
proporcional al aumento de su concentraciébn desde niveles femtomolares hasta
picomolares, alcanzando un efecto maximo del 82.97%. Posteriormente, el efecto
disminuye conforme las concentraciones de ACh alcanzan niveles nanomolares y
micromolares. Se calculd una concentracion efectiva 50 (EC50) de aproximadamente
648 fM y una concentracion inhibitoria 50 (IC50) de 202 nM para la reduccion del
aumento (Figura 25).
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Ecuacion y=Pm/(1+(Ka/x}"*Ha)/(1+(x/Ki)"Hi);
Valor Error Std.
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Figura 25. Curva dosis-respuesta del efecto de Acetilcolina sobre la corriente de NMDA en la
corteza prefrontal. Se muestra una curva dosis respuesta del efecto de Acetilcolina a concentraciones
molares, en femtomolar (fM): 3, 10, 30, 100, 300; en picomolar (pM): 1,3, 10, 30, 100, 300; en
nanomolar (nM): 1,3, 10, 30, 100, 300 y en micromolar (uM): 1,3, 10 sobre la corriente de NMDA, se
observa un aumento del efecto de la acetilcolina relacionado al aumento de la concentracion desde
concentraciones femtomolares [100fM], hasta concentraciones picomolares [300nM], donde llega a su
maximo efecto a una concentracion de [10 pM], el aumento de la concentracion comienza a disminuir
en la concentracion de [30 nM] para disminuir a un minimo de 7.91% de aumento en [10uM].

Dado que se plantea que el efecto potenciador de la ACh sobre la corriente de NMDA
depende de la composicién de las subunidades de los receptores, se realizaron
experimentos para evaluar el papel de las subunidades NR2A y NR2B.

Para estudiar la subunidad NR2A, se empled ifenprodil, un antagonista selectivo de
la subunidad NR2B, con el objetivo de aislar receptores que incluyeran NR2A en su
estequiometria los trazos representativos de estos experimentos se encuentran en la
figura 15, enumerados segun la condicion. Se registraron 9 NPs y se establecio que
una concentracion de ACh de 10 pM incrementaba la corriente de NMDA en ausencia
de glicina, con un aumento promedio del 58.72+7.32% (Figura 26, trazos 1y 3
representan controles y el trazo 2 representa el efecto de ACh). Posteriormente, se
coaplicaron [Ifenprodil 1 uM] y [NMDA 100 uM], lo que resulté en una reduccién de la
corriente promedio del 57.77+£2.99% (Figura 26, trazo 4). Al afiadir ACh (10 pM) a esta
condicion, se observo una ligera disminucion promedio del 3.51+4.21%, mientras que
los trazos representativos mostraron un incremento del 0.52% (Figura 26, trazo 5).
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Tras retirar ACh, el efecto fue reversible (Figura 26, trazo 6), y el lavado del ifenprodil
fue parcial respecto al control (Figura 26, trazo 7). Finalmente, para verificar que ACh
incrementa la corriente en ausencia de ifenprodil, se coaplicaron nuevamente [NMDA
100 uM] y [ACh 10 pM], observandose un aumento del 43.91% (Figura 26, trazos 7 y
9 representan controles y el trazo 8 representa el efecto de ACh).
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Figura 26. Trazos representativos del efecto de ifenprodil en el aumento generado por de ACh
sobre la corriente de NMDA en la corteza prefrontal. Cada trazo representa la corriente de NMDA
generada por distintas condiciones, indicadas por las lineas horizontales sobre los trazos, y
enumeradas.

43.91%

100 pA

El andlisis estadistico mediante una prueba t de Student pareada confirmé que el
aumento de la corriente de NMDA inducido por ACh (10 pM) fue significativo (p=0.01;
t=3.213; gl=8; t de Student pareada) (Figura 27). Asimismo, el efecto inhibidor de
ifenprodil sobre la corriente de NMDA también fue significativo (p<0.001; t=0.4954;
gl=8; t de Student pareada) (Figura 28, A). Sin embargo, el aumento observado al
afiadir [ACh 10 pM] no fue estadisticamente significativo (p=0.633, t de Student
pareada) (Figura 28, B). Al comparar los efectos de [ACh 10 pM] e [Ifenprodil 1 uM +
ACh 10 nM], se encontr6 una diferencia significativa (p=0.003, t=7.02, df=8 t de
Student pareada) (Figura 28, C).
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Figura 27. Comparacion de las corrientes generadas por la aplicacién de: 1) NMDA 100uM, 2)
NMDA 100uM y ACh 10pM, en la corteza prefrontal. Las barras representan los promedios de los
picos con sus respectivos errores estandar, mientras que las formas representan los picos de los trazos
individuales. Se observa un aumento de la corriente de NMDA dado por la acetilcolina el cual es
significativo dedo por una prueba t de Student (Pareada), (p=0.01). Los asteriscos representan la
significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001y
ns para no significante.
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Figura 28. Comparacion de las corrientes generadas por la aplicacién de: 1) NMDA 100uM, 2)
NMDA 100pM y ACh 10pM, 4) NMDA 100uM e Ifenprodil 1uM, 5) NMDA 100uM, Ifenprodil y ACh
10pM, en la corteza prefrontal. Las barras representan los promedios de los picos con sus respectivos
errores estandar, mientras que las formas representan los picos de los trazos individuales. Se observa
gue el ifenprodil disminuye la corriente de NMDA significativamente (p<0.001), mientras que la adicion
de ACh no genera algin cambio significativo (p=0.633), y que el efecto de aumento de ACh no se
conserva en presencia del ifenprodil. Prueba realizada: t de Student (Pareada). Los asteriscos
representan la significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***)
para p<0.001 y ns para no significante.
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Se utilizé una prueba ANOVA de dos vias para comparar los efectos de [ACh 10 nM],
[Ifenprodil 1 uM] y [Ifenprodil 1 uM + ACh 10 pM]. Hubo diferencias significativas entre
[ACh 10 pM] y los otros dos grupos (p<0.001), pero no entre [Ifenprodil 1 uM] y
[Ifenprodil 1 uM + ACh 10 pM] (p=0.994, Figura 29).
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Figura 29. Comparacion del efecto (%) sobre la corriente de NMDA de: 1) ACh 10pM, 2) Ifenprodil
1uM, 3) Ifenprodil y ACh 10 pM, en la corteza prefrontal. Las barras representan los promedios de
los porcentajes de efecto con sus respectivos errores estandar. Se observa que la ACh tiene aumenta
la corriente de NMDA con un promedio aproximado del 58.72+7.32%, mientras que el ifenprodil
disminuye la corriente con un promedio del 57.77+£2.99%y la ACh en presencia del ifenprodil no genera
un cambio significativo (p=0.994) realizando una prueba ANOVA de 2 vias. Los asteriscos representan
la significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001
y ns para no significante.

Para analizar el papel de las subunidades NR2B, se registraron 9 NPs, los trazos
representativos de estos experimentos se encuentran en la figura 15, enumerados
segun la condicion. Se determiné que una concentracion de 10 pM de ACh
incrementaba la corriente de NMDA en ausencia de glicina, con un aumento promedio
del 59.48+17.82% (Figura 30, trazos 1, 3 representan controles y el trazo 2 representa
el efecto de ACh). Utilizando [TCN-201 1 pM], un antagonista selectivo de la
subunidad NR2A, se obtuvo un aumento promedio de la corriente del 18.86+6.27%
(Figura 30, trazo 4). Al coaplicar [TCN-201 1 uM] y [ACh 10 nM], se observé un
incremento adicional promedio del 27.90+2.99% (Figura 30, trazo 5), que se revirtio
tras retirar ACh (Figura 30, trazo 6). Finalmente, se coaplicaron [NMDA 100 uM] y
[ACh 10 nM] al final de cada protocolo, con un aumento registrado en la figura
representativa del 48.34% (Figura 30, trazos 7, 9 representan controles y el trazo 8
representa el efecto de ACh).
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Figura 30. Trazos representativos del efecto de TCN-201 en la potenciacién de ACh sobre la
corriente de NMDA en la corteza prefrontal. Cada trazo representa la corriente de NMDA generada
por distintas condiciones, indicadas por las lineas horizontales sobre los trazos, y enumeradas.

Para determinar si los efectos observados son significativos, se comparo la corriente
generada bajo las distintas condiciones experimentales (Figura 30, 1-9). El aumento
en la corriente de NMDA inducido por [ACh 10 pM] se analiz6 mediante una prueba t
de Student (Pareada), que mostré una diferencia estadisticamente significativa con
un valor de p=0.002; t=3.936; gl=8 (Figura 31).
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Figura 31. Comparacién de las corrientes generadas por la aplicacion de: 1) NMDA 100uM, 2)
NMDA 100uM y ACh 10pM, en la corteza prefrontal. Las barras representan los promedios de los
picos con sus respectivos errores estandar, mientras que las formas representan los picos de los trazos
individuales. Se observa un aumento de la corriente de NMDA dado por la acetilcolina el cual es
significativo dedo por una prueba t de Student (Pareada) (p=0.002). Los asteriscos representan la
significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001 y
ns para no significante.
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En segundo lugar, se evalué si el efecto del TCN-201 sobre la corriente de NMDA era
significativo. Aunque se observo un aumento, este no resulté significativo al aplicar
una prueba t de Student (Pareada), (p=0.152; t=1.580; gl=8 Figura 32, A). Sin
embargo, la adicion de [ACh 10 pM] gener6 un aumento estadisticamente significativo
con una p=0.002; t=4.305; gl=8 (prueba t de Student pareada; Figura 32, B). Por
ultimo, al comparar el efecto de [ACh 10 pM] con el de [TCN-201 1 uM y ACh 10 pM]
sobre la corriente de NMDA, no se encontraron diferencias significativas, obteniendo
una p=0.933; t=0.08564; gl=8 (prueba t de Student pareada; Figura 32, C). Todas
estas comparaciones se realizaron utilizando una prueba t de Student (Pareada).
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Figura 32. Comparacion de las corrientes generadas por la aplicacion de: 1) NMDA 100uM, 2)
NMDA 100uM y ACh 10pM, 4) NMDA 100uM y TCN-201 1uM, 5) NMDA 100uM, TCN-201 1pM y
ACh 10pM, en la corteza prefrontal. Las barras representan los promedios de los picos con sus
respectivos errores estandar, mientras que las formas representan los picos de los trazos individuales.
Se observa que si bien el TCN-201 provoca un aumento este no es significativo (p=0.152), mientras
gue la adicién de ACh genera un aumento significativo (p=0.003), y que las corrientes generadas por
NMDA 100uM+ ACh 10nM y NMDA 100uM+TCN-201 1uM+ACh 10nM no son significativamente
diferentes p=0.933. Los asteriscos representan la significancias al realizar las pruebas estadisticas: (*) para
p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001 y ns para no significante.

Finalmente, se analizaron los porcentajes de efecto de [ACh 10 pM], [TCN-201 1 uM]
y [TCN-201 1 uM y ACh 10 pM] mediante una prueba ANOVA de dos vias. Los
resultados indicaron que hubo una diferencia significativa entre el efecto de [ACh 10
pM]y [TCN-201 1 uM] (p=0.01) y entre [TCN-201 1 yM] y [TCN-201 1 uM y ACh 10
pM] (p=0.006), mientras que no hubo diferencia entre de [ACh 10 pM] y [TCN-201 1
uM y ACh 10 pM] (p=0.971) (Figura 33).
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Figura 33. Comparacién del efecto (%) sobre la corriente de NMDA de: 1) ACh 10pM, 2) TCN-201
1uM, 3) TCN-201 y ACh 10 pM, en la corteza prefrontal. Las barras representan los promedios de
los porcentajes de efecto con sus respectivos errores estandar. Se observa que la ACh tiene aumenta
la corriente de NMDA con un promedio aproximado del 59.48+17.82%, mientras que el TCN-201
aumenta la corriente con un promedio del 18.86+6.27% y la ACh en presencia del TCN-201 genera un
aumento del 27.90+2.99% sobre el aumento de TCN-201. Los asteriscos representan la significancias al
realizar las pruebas estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001 y ns para no
significante.

Para finalizar este apartado se resumieron los resultados en la figura 34.
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Acetilcolina 10 nM 1 4511+ 8.48%; Acetilcolina 10 pM 1 58.72+7.32%;
** p=0.003 * p=0.01

Ifenprodil 1 pM l 70.96£3.62%; Ifenprodil 1 pM l 57.77£2.99%;
** p=0.005 *** p<0.001

Acetilcolina (10 nM) 1 7.2126.53%; Acetilcolina (10 pM) 1 3.5124.21%;

en presencia de ns p=0.305 en presencia de ns p= 0.633

Ifenprodil (1 pM) Ifenprodil (1 pM)

TCN-201 1 M 1 24.60+£7.71%; TCN-2011pM 1 18.86£6.27%;
ns p=0.342 ns p=0.152

Acetilcolina (10 nM) 1 19.81£4.19%; Acetilcolina (10 pM) 1 27.90£2.99%;

en presencia de * p=0.03 en presencia de ** p=0.002

TCN-201 (1 pM) TCN-201 (1 pM)

Simbologia: 1 representa un efecto de aumento sobre la corriente de NMDA; | representa un efecto de
aumento sobre la corriente de NMDA. Los asteriscos representan la significancia al realizar las pruebas
estadisticas: (*) para p<0.05 (**) para p<0.005 y (***) para p<0.001 y ns para no significante

Figura 34. Resumen de los resultados. A) Se resumen los resultados de las curvas dosis respuesta
del efecto de ACh sobre la corriente de NMDA, en azul en la corteza prefrontal, y en rojo del cuerpo
estriado. Se observa que en la corteza prefrontal el efector de aumento comienza a una concentracion
mas baja (100 fM) que en el estriado (10 pM). B)Se resumen los resultados al coaplicar ACh y los
diferentes agonistas de subunidades del receptor a NMDA Ifenprodil para la subunidad NR2B y TCN-
201 para la subunidad NR2A.
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12. DISCUSION

La modulacion de los receptores de NMDA puede estar relacionada con la regulacion
de la plasticidad sinaptica, un proceso importante para el aprendizaje y la memoria.
En este estudio, se evaluo el efecto de aumento que ejerce ACh sobre la corriente
mediada por receptores NMDA en dos regiones del cerebro: el cuerpo estriado y la
corteza prefrontal. Se utilizé6 una curva dosis-respuesta para caracterizar este efecto
y se investigd la contribucion especifica de las subunidades NR2A y NR2B mediante
el uso de antagonistas selectivos.

Los resultados no solo confirman el papel de la ACh en la regulacion de la actividad
de los receptores NMDA, sino que también revelan diferencias funcionales entre las
dos regiones estudiadas.

En el cuerpo estriado

El cuerpo estriado, esta implicado en el control motor y los procesos de aprendizaje,
mostro una respuesta dual a la modulacién por acetilcolina (ACh) sobre los receptores
NMDA.

Primeramente, la capacitancia que se registré en el presente trabajo coincide con lo
descrito en estudios previos para las MSNs en el protocolo de registro en célula
completa (Surmeier et al., 1995; Mermelstein et al., 1996).

Este efecto que muestra la ACh dependiendo de su concentraciéon puede explicarse
ya que a concentraciones menores, en el rango picomolar, el receptor puede no tener
la concentracion necesaria de ACh para provocar el efecto potenciador, los resultados
muestran que las concentraciones en el orden de magnitud nanomolar generan un
incremento en la corriente de NMDA del estriado, mientras que las concentraciones
mayores en el orden de magnitud micromolar parecen disminuir el efecto potenciador,
esto podria explicarse por una saturacién del NMDAr lo que provocaria una menor
actividad o por la activacion de receptores nicotinicos 0 muscarinicos, ya que se ha
reportado que agonistas nicotinicos y muscarinicos tienen un efecto inhibidor sobre
la corriente de NMDA, sin embargo estos efectos no pueden explicarse por accion
sobre dichos receptores, ya que no se han observado corrientes idnicas activadas por
ACh o nicotina, ademas de que el bloqueo de los sistemas metabotrépicos asociados
a proteinas G no disminuyen el efecto de ACh (Flores-Hernandez et al., 2009). Los
resultados de la curva dosis respuesta confirman estudios anteriores que reportaron
un aumento de la actividad del receptor de NMDA en presencia de ACh, en estos
estudios se utilizaron concentraciones altas de ACh o agonistas colinérgicos (10 nM,
1 uM, 100 uM, 1mM), concentraciones que en esta tesis disminuyeron la actividad
potenciadora de la ACh sobre la corriente activada por NMDA. Sin embargo, es
importante destacar que este trabajo utilizamos neuronas agudamente disociadas de
cuerpo estriado, en especifico neuronas medianas, logrando un control de las
soluciones en el sistema de registro. Esto difiere de lo reportado como actividad de
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disparo de neuronas en rebanadas de hipocampo (Bali et al., 2017), registro en
rebanada de hipocampo (Dennis et al., 2016) y medicion de liberacion de Calcio en el
nucleo accumbens (Zapettini et al., 2014).

Para definir la contribucion de las subunidades NR2A y NR2B en la modulacién de
ACh en la corriente generada por el NMDAr se utilizaron antagonistas selectivos
(ifenprodil para NR2B y TCN-201 para NR2A). Se observdé que la presencia de
ifenprodil redujo la corriente de NMDA, con un promedio del -70.95%, mientras que la
coaplicacion con ACh conservo la inhibicion generada por el Ifenprodil con un
promedio del -70.41% lo cual no es estadisticamente diferente a la aplicacion sola de
ifenprodil, por lo que el aumento generado por ACh se pierde estando en presencia
de ifenprodil. Tomando en cuenta que el ifenprodil es un antagonista selectivo de las
subunidades NR2B (Brittain et al., 2012) se puede sugerir que esta subunidad es
esencial para generar el efecto potenciador por parte de ACh sobre la corriente de
NMDA.

Por otra parte, la inhibicidon de la subunidad NR2A mediante TCN-201 provocd
inicialmente un efecto potenciador del 24.60%, mientras que la coaplicacion de ACh
y TCN-201 provoco un incremento del 45.41% sobre la corriente de NMDA, el
aumento provocado por TCN-201 y la coaplicacion de TCN-201 y ACh presentaron
diferencias estadisticamente significativas lo cual indica que la ACh genera un efecto
potenciador sobre las corrientes de NMDA aun en presencia de TCN-201, lo cual
sugiere que la subunidad NR2A no es responsable por el efecto potenciador de la
ACh y confirma la posibilidad de que el efecto potenciador sobre la corriente NMDA
generado por la ACh es dependiente de la subunidad NR2B. Sin embargo, no
podemos explicar por qué TCN-201 incrementa la corriente activada por NMDA, ya
que esperariamos tener una reduccion de la corriente activada por NMDA.

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que destacan el papel critico
de la diversidad de las subunidades de los receptores a NMDA. Por una parte, la
subunidad NR2B es importante en la plasticidad sinaptica del estriado dorsal,
particularmente en el fortalecimiento de las sinapsis cortico-estriatales (Duan et al.,
2018). Se ha reportado que esta subunidad es altamente expresada en las neuronas
espinosas medianas (MSNSs), las cuales constituyen el 95% de las neuronas del
estriado (Standaert et al., 1994; Landwehrmeyer et al., 1995). Estos estudios
respaldan la relevancia funcional de NR2B en el aprendizaje motor y el control de
respuestas estimulo-refuerzo.

Ademas, las alteraciones en el balance entre NR2A y NR2B han sido implicadas en
patologias como la enfermedad de Parkinson y las discinesias inducidas por L-DOPA,
donde una regulacion andmala de estas subunidades contribuye a la disfuncion
sinaptica (Mellone et al., 2015), ya que las neuronas espinosas medianas
fisioldgicamente expresan una mayor densidad de la subunidad NR2B en
comparacion con la subunidad NR2A (Standaert et al., 1994) es probable que una
modulacion positiva de la subunidad NR2B pueda ayudar a disminuir las
repercusiones causadas por desbalances entre las subunidades.
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En la corteza prefrontal

La corteza prefrontal es conocida por su rol en funciones cognitivas como la memoria
de trabajo, el aprendizaje asociativo y la toma de decisiones (Lozano y Ostrosky,
2011). En este estudio, se midi6 el parametro de capacitancia de las neuronas
piramidales, el cual concord6 con lo reportado en estudios previos para neuronas
piramidales (Desai, Rutherford y Turrigiano, 1999; Gentet, Stuart y Clements, 2000).

Por otro lado, se observd que la acetilcolina (ACh) tiene un efecto de aumento sobre
la corriente generada por receptores NMDA en esta region, el cual se demostrd es
dependiente de la concentracion mediante la realizacion de una curva dosis
respuesta, los datos para realizar la curva fueron ajustados a un modelo de funcién
doble de Hill con una R?de 0.955.

Si bien el efecto de la ACh sobre la corriente de NMDA es potenciador, sigue teniendo
un comportamiento dual, el efecto potenciador tiene su minimo en una concentracion
de 30fM y sigue un comportamiento dependiente de la concentracion donde su
maximo se da a concentraciones picomolares. Por otro lado, en concentraciones mas
altas el efecto comienza su segunda fase al disminuir el efecto que podria deberse a
la saturacion del receptor a NMDA, disminuyendo su actividad, o a la activacion de
receptores nicotinicos, ya que se ha reportado que los agonistas nicotinicos vy
muscarinicos ejercen un efecto inhibidor sobre la corriente de NMDA (Flores-
Hernandez et al., 2009). Los resultados de la curva dosis-respuesta confirman
estudios previos que observaron un incremento de la actividad del receptor en
presencia de ACh (Dennis et al., 2016; Zapettini et al., 2014; Talantova et al., 2013;
Bali et al., 2017).

Para determinar si las subunidades NR2A y NR2B poseen un papel sobre el aumento
generado por ACh, se utilizaron antagonistas selectivos para las subunidades,
ifenprodil para NR2B y TCN-201 para NR2A. Los resultados confirmaron lo observado
en el cuerpo estriado, ya que se encontré una disminucion por parte del ifenprodil (-
57-77%) y un efecto nulo al afadir ACh mientras que al aplicar TCN-201 se encontro
un aumento de la corriente de NMDA y un aumento adicional al agregar ACh. Estos
resultados suman a nuestra propuesta que define a la subunidad NR2B como esencial
para que la ACh ejerza su efecto potenciador.

Los resultados anteriores son consistentes con reportes previos que destacan el rol
de la subunidad NR2B en la plasticidad sinaptica y en la expresion de LTP en las
neuronas piramidales de la capa V de la corteza prefrontal ya que al afectar la
expresion de la subunidad NR2B, la expresion de LTP se vio disminuida (Balsara et
al., 2014). Asi mismo, la subunidad NR2B se ha definido como importante para la
memoria de trabajo (Wang et al.,2008, Wang et al., 2013) y para el aprendizaje
emocional positivo en la corteza prefrontal medial (Burgdorf et al., 2013) y se sugiere
que es importante para el desarrollo de tareas dirigidas a objetivos que dependen de
la corteza prefrontal en la adolescencia (Flores-Barrera et al., 2013).
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Estos hallazgos refuerzan la importancia de las subunidades NR2B en los procesos
de plasticidad sinaptica dependientes de la corteza prefrontal, sugiriendo un
mecanismo critico para el procesamiento de informacion contextual y el aprendizaje
(Burgdorf et al. 2013, Wang et al.,2008, Wang et al., 2013). Ademas, la relacion entre
el NR2B y funciones cognitivas clave destaca su potencial como objetivo terapéutico
en trastornos que afectan esta region, como la esquizofrenia y los trastornos del
estado de animo (Penzes et al., 2011), ya que una disminucion de la actividad de esta
subunidad o su expresion se han visto implicadas en la patofisiologia de estos
trastornos una modulacion controlada de esta subunidad, como la observada en este
trabajo, puede ser prometedora para mejorar las afectaciones que ocasionan estos
trastornos.

Comparacion entre regiones

Los resultados obtenidos en el cuerpo estriado y la corteza prefrontal revelan
similitudes y diferencias en la modulacion de la actividad de los receptores NMDA por
acetilcolina (ACh). En ambas regiones, la ACh ejerce un efecto potenciador sobre la
corriente de NMDA que es dependiente de la concentracion (10pM - 100 nM en cuerpo
estriado; 30 fM - 10 nM en corteza prefrontal) y modulada por las subunidades NR2A
y NR2B.

Con respecto a la modulacion de las subunidades, el antagonista selectivo a las
subunidades NRA, el TCN-201, ha sido reportado como un inhibidor de la corriente
de NMDA (Edman et al. 2012). En esta tesis, reportamos que el TCN-201 aumenta la
corriente de NMDA, el contraste entre estos dos resultados puede ser explicado ya
gue en trabajos previos se realizaron en presencia de glicina y esto podria causar una
diferencia en la modulacion de la corriente. Por otro lado, se sugiere que al bloquear
receptores con subunidades NR2A, se estaria observando la corriente generada por
receptores con subunidades NR2B y la corriente generada por estos receptores
podria ser de mayor amplitud que la generada por los receptores con subunidades
NR2A, sin embargo, son necesarios mas experimentos para caracterizar estas
corrientes en ausencia de glicina.

En el cuerpo estriado, el NR2B esta mas estrechamente relacionado con procesos de
aprendizaje motor y respuestas estimulo-refuerzo, mientras que en la corteza
prefrontal su papel es crucial para funciones cognitivas como la memoria de trabajo y
la toma de decisiones (Balsara et al., 2014, Wang et al.,2008, Wang et al., 2013,
Burgdorf et al. 2013, Flores-Barrera et al., 2013). La subunidad NR2A esta
relacionada con el desarrollo de conductas depresivas (Francija et al., 2019, Penzes
et al., 2011, Duan et al., 2018, Durante et al., 2019). Estas diferencias reflejan cémo
las adaptaciones moleculares y sinapticas en cada regién responden a sus demandas
funcionales.
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La presencia de NR2A y NR2B en ambas regiones también resalta similitudes en sus
mecanismos de plasticidad sinaptica, como el equilibrio entre LTP y LTD. Sin
embargo, la organizacién y dindmica de estas subunidades varian, lo que sugiere una
especializacion para soportar las funciones especificas del cuerpo estriado y la
corteza prefrontal.

Finalmente, si bien en ambas regiones la modulacion potenciadora se da a diferentes
concentraciones (10pM - 100 nM en cuerpo estriado; 30 fM - 10 nM en corteza
prefrontal), nosotros sugerimos que este aumento de la corriente de NMDA es
regulado por una interaccién directa con el receptor ya que las concentraciones a las
cuales la ACh aumenta la corriente son mas pequefias que aquellas necesarias para
activar los receptores clasicos de ACh (Radu et al. 2017, Friis et al. 2009), esto es
congruente con estudios previos que sugieren que la modulacion ejercida por ACh no
estéa relacionada con la actividad de los receptores clasicos colinérgicos.

Relevancia clinica

Los hallazgos de este estudio tienen implicaciones significativas en el ambito clinico.
Las subunidades NR2A y NR2B han sido asociadas con diversas condiciones
neuropsiquiatricas y neurodegenerativas. Por ejemplo, el NR2B desempefia un papel
clave en la flexibilidad cognitiva y la memoria de trabajo, y su disfuncion ha sido
vinculada con esquizofrenia y autismo (Zhou y Sheng, 2013, Moghaddam y Javitt,
2012, Balu, 2012). Por otro lado, el desequilibrio entre NR2A y NR2B en el cuerpo
estriado se ha relacionado con la enfermedad de Parkinson y las discinesias inducidas
por L-DOPA (Mellone et al., 2015).

Ademas, los moduladores especificos de NR2B han mostrado efectos prometedores
como terapias para mejorar la plasticidad sinptica y reducir la excitotoxicidad en
condiciones como el Alzheimer (Mony et al., 2009, Martel et al., 2012, Zhou y Sheng,
2013, Parsons y Raymond, 2014). Este estudio resalta el potencial de estrategias
terapéuticas dirigidas a estas subunidades para tratar trastornos que afectan tanto
funciones cognitivas como motoras.

Limitaciones del estudio

Aunque los hallazgos obtenidos son significativos, este estudio presenta algunas
limitaciones que deben considerarse. Primero, la falta de correlacion directa entre los
cambios en la plasticidad sinaptica y medidas conductuales especificas limita la
interpretacion funcional de los resultados. Estudios adicionales podrian proporcionar
un vinculo mas sélido entre la actividad de los receptores NMDA y el comportamiento.

Segundo, el uso de antagonistas selectivos, como ifenprodil y TCN-201, permitié
explorar el rol de las subunidades NR2A y NR2B, pero no fue posible evaluar la
contribucién de receptores triheteroméricos que contienen ambas subunidades. Esto
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deja una brecha en la comprensidn completa de la dinamica receptor-subunidad en
ambas regiones.

12. CONCLUSIONES

1. En el cuerpo estriado, la acetilcolina genera un efecto dual en la corriente generada
por los receptores a NMDA, concentraciones picomolares a nanomolares existe un
aumento el cual es dependiente de la concentracidbn, y a concentraciones
micromolares disminuye este efecto.

2. En la corteza prefrontal, la acetilcolina genera un efecto potenciador que se puede
describir en dos fases en la corriente generada por los receptores a NMDA, el cual es
dependiente de la concentracidén, a concentraciones femtomolares existe un efecto
potenciador menor el cual llega a su maximo en concentraciones picomolares y
disminuye a partir de concentraciones nanomolares hasta micromolares.

En ambas zonas:

3. En presencia de ifenprodil se inhibe la corriente de NMDA y la acetilcolina pierde
su efecto potenciador.

4. En presencia de TCN-201 se potencia la corriente de NMDA y la acetilcolina
conserva su efecto potenciador.

5. Los resultados sugieren que la subunidad NR2B del receptor a NMDA es
responsable por el efecto potenciador de la acetilcolina.
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