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Abreviaturas   

 

AC                             adenilato ciclasa 

AMPA                       receptor del ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico 

AMPc*                      monofosfato de adenosina cíclico   

ATV                          área tegmental ventral  

CA1                           cuerno de Amón 1  

CaM                           calmodulina  

CaMKII*                  Ca2+/calmodulina proteína cinasa II  

Cdk-5*                      cinasa-5 dependiente de ciclina  

CNQX                       cianquixalina ó 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona 

DA                             dopamina  

DARPP-32*              fosfoproteína regulada por AMPc y DA  

D1, D2                         receptor dopaminérgico (1,2)  

EEM                          error estándar de la media  

EPSCs*                      corriente postsináptica excitatoria  

FPP                            facilitación por pulsos pareados  

LC                              locus coeruleus   

LCEA                        liquido cerebro espinal artificial                            

MCD                          metil ciclo dextrina  

MCD                        metil-β-ciclodextrina 

Mg2+                           catión magnesio 

NMDA                       N-metil-D-aspartato 

nA                              nanoamperios  

pA                              picoamperios  

PKA*                         proteína cinasa A 

PP1*                          proteína fosfatasa 1  

PP2A*                       proteína fosfatasa 2 A  

PSD-95*                    proteína de densidad postsináptica 95 

SCH23390                 clorhidrato de R (+) - 7-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-fenil-2,3,4,5-     

                                    tetrahidro-1H-3-benzazepina  

Th75*                         treonina 75  

Th34*                         treonina 34  

Th286                         treonina 286 

 

*Por sus siglas en ingles  



6 

 

Resumen  

 

           Los trabajos que han abordado el papel de las balsas lipídicas en la respuesta sináptica 

han propuesto cambios a nivel subcelular y molecular (Choi et al., 2015; Frank et al., 2004; 

Morin et al., 2016). Sin embargo, los procesos que se alteran por la perturbación de las balsas 

lipídicas y que producen cambios en la respuesta sináptica no se han descrito en su totalidad. Uno 

de los mecanismos que podrían estar afectados por esta perturbación es la neuromodulación 

dopaminérgica producida por interacciones proteína-proteína en las sinápsis glutamatérgicas. Por 

lo tanto, el objetivo central de este proyecto fue evaluar el efecto de la perturbación de las balsas 

lipídicas en la modulación producida por el receptor D1 sobre los receptores NMDA en las 

neuronas piramidales de CA1. Los experimentos se realizaron en rebanadas de hipocampo 

incubadas con 2 mM de MβCD y se registraron las corrientes sinápticas en CA1 de ratas Wistar 

machos de 15 días. En presencia de SCH23390, un antagonista selectivo de D1, el registro de las 

EPSCs en CA1 por estimulación de las colaterales de Shaffer mostró un aumento en la amplitud 

de la corriente y una cinética de desactivación de la corriente sináptica más lenta en comparación 

con las EPSCs obtenidas con solo SCH23390. Estos cambios se redujeron por CaMKII (281-309), un 

inhibidor de la actividad de CaMKII.  En conjunto, los resultados sugieren que la perturbación de 

las balsas lipídicas interfiere con la interacción proteína a proteína entre los receptores NMDA y 

D1 lo que permite que proteínas cinasas como la CaMKII fosforile al receptor NMDA y aumente 

su actividad. Esto podría ser un mecanismo que contribuya al deterioro cognitivo en patologías 

como el síndrome metabólico y la demencia tipo Alzheimer, debido a que la reducción de esta 

modulación podría llevar a la célula a procesos de excitotoxicidad por el aumento en la actividad 

del receptor NMDA.  

 

     Palabras clave: neuromodulación, balsas lipidicas, receptores tipo D1, receptores NMDA, 

CaMKII, Hipocampo 
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Abstract 

 

     Changes have been proposed at molecular and subcellular level in previous papers 

concerning lipid rafts role on the synaptic response (Choi et al., 2015; Frank et al., 2004; Morin 

et al., 2016). However, processes altered by lipid rafts depletion underlying synaptic changes 

have not been fully described. One of the mechanisms likely being influenced by lipid raft 

depletion is the dopaminergic neuromodulation produced by protein-protein interactions of 

glutamatergic synapses. Therefore, the main purpose of this project was to evaluate the effect of 

lipid raft depletion on modulation exerted by D1 receptors on NMDA receptors in CA1 pyramidal 

neurons. Experiments were performed on 15-day-old male Wistar rats. Hippocampal slices were 

incubated with MβCD at 2 mM concentration. EPSCs were recorded in CA1 by stimulation of 

Shaffer's collaterals. In the presence of SCH23390, a selective D1 antagonist, the recording of the 

EPSCs in CA1 by stimulation of Shaffer's collaterals showed an increase in current amplitude 

and a slower synaptic current deactivation kinetics compared to EPSCs obtained with only 

SCH23390. These changes were reduced by CaMKII (281-309), an inhibitor of the activity of 

CaMKII. Overall, these results suggest that the lipid rafts depletion prevents protein-to-protein 

interaction between NMDA and D1 receptors, it allows kinase proteins, such as CaMKII, to 

phosphorylate the NMDA receptor and increase its activity. It can be suggested that this 

mechanism contributes to cognitive impairment in pathologies such as metabolic syndrome and 

Alzheimer's-type dementia. The reduction of this modulation could lead the cell to excitotoxicity 

processes by the increase in NMDA receptor activity. 

 

     Keywords: neuromodulation, lipid rafts, D1-like receptors, NMDA receptors, CaMKII, 

Hippocampus 
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1. Introducción  

1.1. Características de los receptores NMDA  

 

         La neurotransmisión excitatoria del sistema nervioso central está mediada mayormente 

por la liberación vesicular de glutamato, que activa tanto receptores metabotrópicos acoplados a 

la proteína G, como receptores ionotrópicos (MacDonald y Wojtowicz, 1980). Dentro de los 

receptores ionotrópicos, los receptores a N-metil-D-aspartato (NMDA) son relevantes por su 

participación en distintos tipos de plasticidad neuronal y en procesos de excitotoxicidad 

(Michaelis, 1998). 

     Los receptores NMDA son proteínas integrales de membrana ensamblados a partir de 

subunidades homólogas de membrana GluN1 y GluN2 (A-D), y en algunos casos NR3A o B 

(Chazot et al., 1994). Se encuentran predominantemente en dos formas, la forma de tipo A 

GluN1/GluN2A, y la forma tipo B GluN1/GluN2B (Al-Hallaq et al., 2007; Volianskis et al., 

2015). 

     Cada subunidad y la combinación específica entre ellas le confieren al canal características 

biofísicas y farmacológicas particulares (Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004), siendo la  subunidad 

GluN2 determinante en la heterogeneidad de la función de los receptores NMDA. La identidad de 

esta subunidad es crucial para determinar características del canal como la activación, la 

probabilidad de apertura máxima del canal, la sensibilidad al agonista y la cinética de 

desactivación (Chen et al., 1999). También es crucial para la localización subcelular, la expresión 

en la membrana y los ciclos de reciclaje/degradación de los subtipos de receptor NMDA. Estas 

propiedades pueden mostrar variaciones en función del tipo específico (A-D) de subunidad 

GluN2 que conforma el canal (Chen y Lipton, 2006). 

     Los receptores que contienen la subunidad NR2A y NR2B tienen una mayor conductancia, 

probabilidad de apertura, permeabilidad al calcio y sensibilidad al bloqueo de Mg2+ que los que 

tienen las subunidades NR2C y NR2D (Paoletti, 2011). 

     De forma general, los canales NMDA tienen tiempos de apertura más prolongados, es 

decir, cinética de activación más prologada y con mayor afinidad al glutamato en comparación 

con los receptores del ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico (AMPA) 

(Dingledine et al., 1999). 
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     La cinética de desactivación también es más rápida en los receptores AMPA que en los 

NMDA. Estos últimos tienen tiempos de desactivación mayores a 100 ms (Monyer et al., 1992; 

Vicini et al., 1998) y pueden variar dependiendo de la isoforma de la subunidad NR1 que lo 

componen. Por ejemplo, la isoforma NR1a decae más rápido que la NR1b y todas las isoformas 

de la subunidad NR2 (NR2A, 100 ms; NR2B, 250 ms; NR2C, 250 ms; NR2D, 4 s.) que conforma 

el canal (Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004; Rumbaugh et al., 2000; Vance et al., 2012). 

     La permeabilidad iónica también muestra variaciones dependiendo de la subunidad que 

conforma el canal, los canales que contienen la subunidad NR2A y NR2B muestran una mayor 

conductancia que los que contienen la subunidad NR2C o NR2D (Wyllie, Béhé y Colquhoun, 

1998). En general la composición  GluN1/2 muestra una permeabilidad similar entre el potasio y 

el sodio (PK/PNa=1.14) y una permeabilidad al calcio de 2 a 5 veces mayor (PCa=1.8-4.5), 

siendo esta permeabilidad al calcio mayor que en los receptores AMPA  (Burnashev et al., 1995; 

Schneggenburger, 1996; Sharma y Stevens, 2002) (Figura 1). 

     Los receptores AMPA exhiben una desensibilización fuerte en comparación con la que 

muestran los receptores NMDA (Hansen et al., 2018). La desensibilización de estos últimos tiene 

varias formas que involucran distintos elementos y vías, las cuales se pueden distinguir en 

función del tiempo y el mecanismo específico del que dependen. De esta manera podemos 

encontrar desensibilización dependiente de glutamato, de glicina, de calcio y de zinc (Monyer et 

al., 1992; Wyllie et al., 1998).  

     En los procesos de desensibilización también se pueden encontrar diferencias dependiendo 

de la subunidad NR2 que conforma el canal, por ejemplo, la desensibilización dependiente de 

calcio es más prominente en los canales con la subunidad NR2A que en el resto de subunidades 

NR2 (Medina et al., 1995), mientras que la dependiente de zinc es más importante en las 

subunidades NR2A y NR2B  (Williams, 1996). 

     El hecho de que los receptores NMDA muestren una desensibilización dependiente de 

glutamato menor que los de tipo AMPA, requiere la existencia de mecanismos de recaptura lo 

suficientemente eficaces para mantener la concentración extracelular en un nivel base por debajo 

de una concentración nanomolar de glutamato (Clements et al., 2007; Herman y Jahr, 2007). De 

esta manera cuando la liberación de glutamato alcanza una concentración máxima de 1 mM en la 

hendidura sináptica es rápidamente removido por difusión o por mecanismos de recaptura con 

una constante de tiempo de aproximadamente 1 ms (Bergles et al., 1999). 
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     Como se representa en la Figura 1 cada subunidad que conforma el canal NMDA contiene 

una región de poro compuesta de tres hélices (M1, M3 y M4) y un lazo reentrante M2, siendo 

estas regiones las que están involucradas en los procesos de transición del poro hacia la 

configuración permeable (Krupp et al., 1998; Villarroel et al., 1998). El lazo reentrante M2 

funciona como un filtro selectividad y es en esta región donde el ion magnesio actúa como un 

potente antagonista, bloqueando la conductancia del canal de forma dependiente del voltaje 

(Mayer y Westbrook, 1984; Nowak et al., 1984). Por estas condiciones el canal permanece 

bloqueado a bajas concentraciones milimolares de este ion (Adult, 1980) y en potencial de 

membrana en reposo (Collingridge et al., 2013).  

 

 

  

Figura 1. Estructura del receptor NMDA. A) Representación de la estructura de una subunidad. Cada 

subunidad contiene un dominio amino terminal extracelular, una cola carboxilo terminal intracelular, un 

dominio de unión a ligando que es formado por dos segmentos de cadenas de polipéptidos (S1 y S2) y un 

dominio transmembranal formado por tres hélices transmembranales (M1, M3 y M4) y un lazo reentrante 

(M2). B) Representación de un receptor NMDA compuesto por dos subunidades NR1 y dos subunidades 

NR2. La subunidad NR1 contiene los sitios de unión al ligando glicina, mientras que la subunidad NR2 

contiene los sitios de unión a glutamato. Los receptores con esta composición de subunidades tienen una 

permeabilidad similar entre el ion sodio y potasio y una mayor permeabilidad al ion Ca2+. Modificada de 

Burnashev y Szepetowski, 2017.  
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     Debido a que este bloqueo es dependiente de voltaje, se puede liberar cuando la membrana 

postsináptica se encuentra en un potencial de membrana cercano a los 0 mV. Para una apertura 

eficiente del canal de los receptores NMDA, en adición a la despolarización de la membrana, se 

requiere del acople simultáneo tanto de glutamato como de su coagonista glicina o de D-serina 

(Johnson y Ascher, 1987; Kleckner y Dingledine, 2016). Estructuralmente las subunidades NR1 y 

NR2 forman el poro permeable a cationes; la subunidad NR1 contiene los sitios de unión a 

glicina/D-serina y la subunidad NR2 contiene los sitios de unión a glutamato (Albensi, 2007). 

     Por otra parte, el dominio carboxilo terminal de las subunidades de los receptores NMDA 

se encuentra en la parte citoplasmática y contiene numerosos sitios de fosforilación, de 

modificaciones postraduccionales y de interacciones proteína a proteína. Lo anterior tiene 

importantes implicaciones para la función, localización, tráfico y señalización del receptor 

(Lussier et al., 2015; Sanz-Clemente et al., 2013). Por lo que las funciones de los receptores 

NMDA están influenciadas por una variedad de moduladores intracelulares y extracelulares 

(Dingledine et al., 1999). Uno de los más importantes es la neuromodulación generada a partir de 

receptores acoplados a proteína G (Lisman et al., 2011).  
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1.2. Neuromodulación  
 

     Un neuromodulador es una sustancia, usualmente un neurotransmisor, que tiene la 

capacidad de potenciar o atenuar las respuestas provocadas por otros neurotransmisores a partir 

de inducir pequeños cambios en la actividad neuronal basal (Pignatelli y Bonci, 2015) mediante 

acciones sinérgicas con otros receptores (Kaczmarczyk et al., 2013). Se considera que una de sus 

principales funciones es actuar como un filtro neurobiológico que controla el flujo de la 

información (Hasselmo, 2006). 

 

1.2.1. Dopamina como neuromodulador  

 

     La dopamina (DA), un miembro de la familia de las catecolaminas, puede actuar como 

neuromodulador importante de los sistemas glutamatérgicos gracias a que se libera en la 

proximidad de las sinapsis glutamatérgicas (Freund et al., 1984; Kornhuber y Kornhuber, 1983). 

La modulación dopaminérgica amplifica las entradas excitatorias a través de los receptores 

NMDA, siendo ésto consistente con el papel de la DA sobre la prominencia del estímulo (Cepeda 

et al., 1993). 

     Se ha mostrado que la DA puede generar tanto aumentos (Cepeda et al., 1993; Cepeda y 

Levine, 1998; Ladepeche et al., 2013; Levine et al., 1996; Nai et al., 2010; Wang et al., 2012) 

como disminuciones (Frey et al., 1991; Hagena y Manahan-Vaughan, 2016; Huang y Kandel, 

1995; Lemon y Manahan-Vaughan, 2006) de la respuesta glutamatérgica. Uno de los factores que 

inciden en la dirección de la modulación es el tipo particular de receptor dopaminérgico 

expresado en la sinapsis (Cepeda et al., 1993; Hernández-Echeagaray et al., 2004). 

     Los receptores dopaminérgicos están divididos en dos grandes familias, que en términos 

generales se distinguen por tener un acoplamiento positivo o negativo con adenilato ciclasa (AC) 

(Andersen et al., 1990; Niznik y Van Tol, 1992). La familia de los receptores D1 incluye a los 

receptores D1 y D5, que están acoplados a la proteína Gs, la cual activa a la AC. Por su parte, la 

familia D2 conformada por los receptores D2, D3 y D4 inhibe a la AC por acoplamiento con la 

proteína Gi (Kebabian et al., 1979). 
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     De forma consistente se ha reportado una mayor participación de los receptores de la 

subfamilia D1 en el aumento de la respuesta glutamatérgica (Cepeda et al., 1998; Chen y Yang, 

2002; Nai et al., 2010; Seamans y Yang, 2004; Yang, 2000), mientras que la subfamilia de los 

receptores D2 participa en la disminución de la misma (Bethus et al., 2010; Otmakhova y 

Lisman, 1998). 

    La concentración de DA en el espacio extracelular puede determinar la familia y el tipo 

específico de receptor que se activa en la sinapsis (Huang y Kandel, 1995; Shetty et al., 2016). 

Bajas concentraciones de DA activan los receptores D2, los cuales muestran una alta afinidad a la 

DA (Chen y Yang, 2002). Cuando existen altas concentraciones se activan los receptores de baja 

afinidad a la DA, es decir,  los receptores de la subfamilia D1 (Mendoza y Hernández, 2015; 

Zheng et al., 1999).     

    En relación a la concentración de DA y a la activación de las subfamilias de sus receptores 

que se activan, se ha encontrado que la presencia de DA en concentraciones altas (>10 µM) 

aumenta la corriente en los receptores NMDA en la corteza cerebral (Calabresi et al., 1987; 

Murphy et al., 2014; Zhang et al., 2009) y en regiones hipocampales (Shetty et al., 2016). Este 

efecto fue mimetizado por la aplicación de SKF38393, un agonista selectivo de D1, y bloqueado 

por SCH31966, antagonista selectivo de D1 (Yang, 2000). Efectos contrarios se han mostrado con 

la administración de dosis bajas de DA (<10 µM) (Zeng et al., 2001). 

     En apoyo a esta relación específica, Millan (2002) mostró que la activación no selectiva de 

los receptores dopaminérgicos por medio de apomorfina, un agonista de alta afinidad para todos 

los subtipos de receptores dopaminérgicos, previene el establecimiento de la potenciación a largo 

plazo en las sinapsis de las fibras colaterales de Schaffer, lo que es un indicador de disminución 

de la respuesta glutamatérgica. 
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1.2.2. Neuromodulación dopaminérgica en el hipocampo  

 

     Debido a que el efecto de la DA como neuromodulador está relacionado con el tipo de 

receptor que participa en la sinapsis, resulta relevante no solo la concentración de la DA en  el 

espacio extracelular, sino también el tipo de subfamilia de receptor dopaminérgico expresada en 

la neurona objetivo (Beaulieu y Gainetdinov, 2011). Aunque los receptores dopaminérgicos están 

ampliamente distribuidos por el cerebro, las densidades de los subtipos de receptores varían entre 

las diferentes áreas cerebrales.  

    Una de las áreas cerebrales más importantes por su relación con los procesos de plasticidad 

y con procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria es el hipocampo (Huang y Kandel, 

1995), el cual está considerablemente poblado de receptores dopaminérgicos de las dos 

subfamilias de receptores, D1 y D2 (Hansen y Manahan-Vaughan, 2014; Smith y Greene, 2012; 

Wei et al., 2018). Sin embargo, existen diferencias en la expresión de los subtipos de receptores 

en diferentes regiones hipocampales y a lo largo de su eje dorsoventral.  

     Entre el giro dentado y la región del cuerno de Amón 1 (CA1) existen diferencias en la 

sensibilidad de la mediación de las sinapsis glutamatérgicas a partir de los sistemas 

dopaminérgicos (Hansen y Manahan-Vaughan, 2014; Kulla y Manahan-Vaughan, 2000; Lemon y 

Manahan-Vaughan, 2006). Estas diferencias se deben a que en la región de CA1 hay una mayor 

expresión de los receptores de la subfamilia D1/D5 que en el giro dentado (Köhler et al., 1991; 

Mu et al., 2011). Así mismo, en la región de CA1 se observa una mayor inervación de fibras 

dopaminérgicas provenientes del área tegmental ventral (ATV), mientras que en el giro dentado 

hay una mayor inervación de terminales noradrenérgicas que nacen del locus coeruleus (LC) 

(Smith y Greene, 2012). 

     Consecuentemente, se ha encontrado que la administración de agonistas o antagonistas 

dopaminérgicos de D1/D5 no afecta la respuesta glutamatérgica en el giro dentado pero si afecta 

en la región de CA1 (Huang y Kandel, 1995; Kulla y Manahan-Vaughan, 2000). Por otra parte, 

en el giro dentado hay una mayor coparticipación de otros neuromoduladores como la 

noradrenalina (Hansen y Manahan-Vaughan, 2014; Parfitt et al., 1992). 

     Del mismo modo, pueden observarse diferencias a lo largo del eje dorso-ventral del 

hipocampo (Wei et al., 2018a). En la región dorsal, hay una expresión ampliamente segregada de 

las dos familias de receptores dopaminérgicos, así como altas tasas de colocalización en las 
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regiones de CA3 y CA1. Sin embargo, esto se daría en mayor proporción en interneuronas que en 

neuronas piramidales (Gangarossa et al., 2012). 

     En el hipocampo ventral, hay una alta expresión y buena colocalización de ambos tipos de 

receptores, especialmente en células piramidales de CA1 y en áreas de subiculum (Ciliax et al., 

2000; Gangarossa et al., 2012; Wei et al., 2018b). Empero, también se ha descrito que en la 

región de CA1 hay una amplia expresión de los receptores D1 pero no de los receptores D2 

(Köhler et al., 1991; Mu et al., 2011). 

     Esta diferencia en la distribución de las subfamilias de receptores dopaminérgicos a lo 

largo del eje dorsoventral, se traduce en diferencias funcionales de la modulación dopaminérgica.  

En el trabajo de Papaleonidopoulos y colaboradores (2018) reportaron que en rebanadas 

hipocampales el bloqueo con antagonistas selectivos de los receptores de la subfamilia D1 como 

el SCH23390, reduce la magnitud de respuesta glutamatérgica en las regiones ventrales. Por su 

parte, la administración de agonistas selectivos como el SKF82958, aumentó significativamente 

la magnitud de la respuesta glutamatérgica en la región hipocampal ventral pero no en la región 

dorsal. Esto muestra correspondencia con la expresión de este subtipo de receptor, ya que se 

puede observar una mayor expresión del subtipo de receptor D1 en la región ventral que en la 

región dorsal.  

     Estas diferencias pueden deberse en el origen de las fibras dopaminérgicas que convergen 

en una y otra región. El hipocampo dorsal recibe información sensorial polimodal de regiones 

corticales, mientras que el hipocampo ventral está vinculado con estructuras subcorticales tales 

como la amígdala y el ATV (Bannerman et al., 2014).    

     El ATV y el hipocampo forman un lazo bidireccionalmente modulado; en el que el 

hipocampo controla la actividad del ATV (Lisman y Grace, 2005) y el ATV media la actividad 

hipocampal a través de la liberación dopaminérgica (Broussard et al., 2016; Fields et al., 2007). 

Se ha comprobado, por medio de la técnica de optogenética, que altos niveles de liberación de 

DA del ATV al hipocampo aumenta la magnitud de las sinapsis excitatorias en la región de CA1 

(Rosen, Cheung y Siegelbaum, 2015), por lo que la modulación dopaminérgica en el hipocampo 

ventral parece ser dependiente de ATV (Lisman y Grace, 2005). 

     Como puede notarse el impacto funcional de la DA en el circuito neuronal del hipocampo 

es sustancial y depende de factores como:  la concentración de DA, la expresión y la 

colocalización de los receptores dopaminérgicos en la neurona blanco (Frey et al., 1990; Hansen 
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y Manahan-Vaughan, 2014; Ito y Schuman, 2012; Kempadoo et al., 2016; Werlen y Jones, 

2015). Dados estos factores, la DA y sus receptores D1 en la región de CA1 tienen un papel 

esencial en la modulación glutamatérgica (Kerr y Wickens, 2001; Wise, 2004).  

 

1.2.3. Interacciones intracelulares   

 

      La función de la DA como neuromodulador puede mostrarse en términos de señalización 

intracelular (Greengard, 2001), así como mediante interacciones directas proteína a proteína entre 

los receptores dopaminérgicos y glutamatérgicos (Lee et al., 2002; Liu et al., 2006). 

     Con respecto a la señalización intracelular, la vía más prominente ocurre segundos después 

de la activación de la proteína Gα(s) e involucra a la vía de monofosfato de adenosina cíclico  

(AMPc) – proteína cinasa A (PKA) - fosfoproteína regulada por AMPc y DA (DARPP-32) 

(Lachowicz y Sibley, 1997; Missale et al., 1998). 

     La activación de esta vía, AMPc-PKA-DARPP-32,  parece ser dependiente de la 

concentración de DA (Shetty et al., 2016). Niveles basales de estimulación del receptor de D1 

activan a la cinasa-5 dependiente de ciclina (Cdk-5), la cual inhibe a DARPP-32 a través de 

fosforilarla en la posición treonina 75 (Th75). Esta inhibición permite que la proteína fosfatasa 1 

(PP1) se active y tenga efectos negativos en la respuesta glutamatérgica (Hemmings et al., 1984), 

mediante su capacidad de inhibir a la PKA (Bibb et al., 1999) y la autofosforilación de 

Ca2+/calmodulina cinasa II (CaMKII) (Lisman, 1989). 

     Por el contrario, niveles altos de liberación dopaminérgica tienen la capacidad de activar a 

la proteína fosfatasa-2A (PP2A), quien remueve la influencia inhibitoria de Cdk-5 sobre DARPP-

32, permitiendo su activación mediante la fosforilación en la treonina 34 (Th34) para que tenga la 

posibilidad de eliminar las funciones inhibitorias de PP1. Esta capacidad de DARPP-32 es 

compartida únicamente por la proteína inhibidora de la proteína fosfatasa 2. Un punto importante 

a resaltar es que tanto DARPP-32 como la proteína inhibidora de la fosfatasa 2 tienen bajas 

concentraciones en el hipocampo en comparación con otras regiones cerebrales (Ouimet et al., 

1984). 
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     Gracias a este aumento en la actividad de PKA, la DA a través de los receptores D1 

contribuye al aumento de la respuesta glutamatérgica, particularmente por las implicaciones 

reguladoras de esta proteína en los receptores NMDA. La activación del receptor D1 induce la 

fosforilación de las subunidades NR1, NR2A y NR2B, lo que aumenta la respuesta del receptor 

NMDA (Blank et al., 1997; Flores-Hernández et al., 2006; Otmakhova y Lisman, 1996). Esta 

fosforilación es bloqueada cuando se inactiva genéticamente a DARPP-32 (Snyder et al., 1998), 

ocasionando un menor aumento de las corrientes activadas por NMDA de forma dependiente de 

D1 (Flores-Hernández et al., 2006). 

     Sin embargo, también se ha descrito que la eliminación de DARPP-32 no altera la 

fosforilación de las subunidades de NMDA (Dunah, 2004). De la misma manera se ha mostrado 

que la eliminación de DARPP-32 reduce el aumento de las corrientes activadas por NMDA 

generadas por la DA, sin embargo no las elimina por completo (Flores-Hernández et al., 2002), e 

incluso, Sarantis y colaboradores (2009) no detectaron aumentos en la fosforilación de DARPP-

32 (thr34) en el hipocampo tras la activación del receptor D1. Esto puede deberse a las bajas 

concentraciones en el hipocampo de esta fosfoproteína con respecto a otras regiones como el 

cuerpo estriado (Ouimet et al., 1984). Estos resultados indican que DARPP-32 es parte de los 

mecanismos que contribuyen a la potenciación de las corrientes de NMDA generadas por D1, 

pero su participación en el hipocampo no es tan relevante como lo es en regiones como el cuerpo 

estriado (Nagai et al., 2007; Ouimet et al., 1984; Roberson et al., 1999). 

     Dadas estas condiciones se han considerado otros mecanismos que participan en la 

modulación que ejerce la DA en la actividad glutamatérgica, una de estas vías ocurre a partir de 

interacciones directas proteína a proteína entre ambos receptores (Lee et al., 2002; Liu et al., 

2006).  
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1.2.4. Interacciones directas proteína a proteína  

 

     Inicialmente se pensaba que la modulación dopaminérgica de las sinapsis glutamatérgicas 

era generada exclusivamente mediante interacciones intracelulares, ya que los receptores 

acoplados a proteínas G, como los receptores dopaminérgicos, solo se concebían como 

monómeros. Por lo que sus interacciones con otros receptores se limitaban a una interacción 

indirecta en el citoplasma (Greengard, 1976). 

     Empero, se ha demostrado que los receptores dopaminérgicos tienen la capacidad de 

formar dímeros y oligómeros con otros receptores ionotrópicos (George et al., 2002; Milligan, 

2004). Siendo una capacidad importante tanto en los procesos de regulación del transporte y 

expresión de receptores en la membrana celular (Kong, 2006), como para la modulación de su 

actividad y función (Kara et al., 2010).  

     En el hipocampo, particularmente en CA1, los receptores D1 forman un complejo con el 

receptor ionotrópico NMDA. Este complejo se forma principalmente por la interacción de la 

región carboxilo terminal C1 de la subunidad NR1 del receptor NMDA con la sección L387-

L416 (T2) de la cola carboxilo terminal del receptor D1 (Lee et al., 2003; Fiorentini et al., 2003), 

como se ilustra en la Figura 2. Esta interacción parece actuar como un freno al aumento de la 

actividad del receptor NMDA (Lee et al., 2002), debido a que D1 se une en el mismo sitio en el 

que se une calmodulina (CaM) y CaMKII a la cola carboxilo terminal de NR1 (Castner y 

Williams, 2007; Pei, 2004), lo que limita el aumento de la actividad del receptor NMDA.  

     Sin embargo, cuando se activan los receptores D1 se produce una separación del complejo 

NR1-D1 (Lee et al., 2002) eliminando así el freno generado por D1. Es probable que por esta 

razón, en el trabajo de Nai y colaboradores (2010) encontraron aumentos en las corrientes 

postsinápticas excitatorias (EPSCs) activadas por NMDA en neuronas hipocampales con la 

aplicación de un agonista selectivo, SKF81297, del receptor de la subfamilia D1.  
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     Otro mecanismo a tomar en consideración, es la situación contraria, la activación de los 

receptores NMDA, que produce un aumento en la densidad de los receptores dopaminérgicos D1 

en la membrana plasmática (Fiorentini et al., 2003; Pei, 2004),  particularmente en el hipocampo 

(Scott et al., 2006) y que estos luego modulan al receptor NMDA.  

     Este aumento puede darse por la inserción en la membrana del complejo D1-NR1 formado 

en el retículo endoplasmático, favoreciendo la localización final de D1 en la densidad 

postsináptica en las proximidades de las sinapsis glutamatérgicas y previniendo su internalización 

generada por agonistas dopaminérgicos como un medio de supervivencia celular (Fiorentini et 

al., 2003).  

    El complejo también puede formarse en la membrana plasmática a partir de interacciones 

D1-NR1 (Pei, 2004), lo que estabiliza las difusiones laterales de los receptores D1 en las espinas 

dendríticas hipocampales (Ladepeche et al., 2013; Scott et al., 2002). Esto es generado por el 

anclaje de los receptores NMDA a la densidad postsináptica mediante proteínas de andamiaje 

específicas como la PSD-95. Esta proteína es considerada un andamio prototípico estructural y de 

señalización en la densidad postsináptica que le permiten al receptor NMDA, tras su activación, 

estabilizar los coeficientes de difusión de los receptores D1 (Kruusmägi et al., 2009) mediante 

Figura 2. Interacción proteína a proteína entre los receptores D1 y NMDA. A) Cuando el 
receptor NMDA tiene una actividad basal se mantienen separados de los receptores NMDA. B) 
Cuando la actividad del receptor NMDA aumenta los receptores D1 se unen a través de su región T2 a 
la región C1 de la cola carboxilo terminal de la subunidad NR1. Modificado de Lee et al., 2002.  
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modificaciones alostéricas. Este proceso forma el complejo D1-NR1 que produce un aumento en 

la densidad postsináptica de las espinas dendríticas hipocampales de los receptores D1 (Pei, 2004; 

Scott et al., 2002). 

     La formación del complejo heteroreceptor D1-NR1 parece ser fundamental en la 

modulación de la actividad neuronal (Huang, 1998). Permite que se recluten mayor cantidad de 

receptores D1 en las cercanías de la densidad postsináptica, donde ocurre la actividad sináptica, 

facilitando una mediación rápida de la modulación de la potenciación de la respuesta 

glutamatérgica a partir de interacciones proteína a proteína y de procesos de señalización 

intracelular (Blank et al., 1997; Colwell y Levine, 2018). Por este motivo, se ha encontrado que 

el bloqueo de la actividad de NMDA reduce la habilidad del receptor D1 para modular la 

actividad neuronal (Huang, 1998).  

     Se ha podido observar que una de las consecuencias de la formación de este complejo 

heteroreceptor y de las interacciones proteína a proteína entre los receptores dopaminérgicos y 

glutamatérgicos es la generación de un lazo de retroalimentación positiva; de no ser regulado 

regulado provocaría un exceso de actividad de ambos receptores que podría desencadenar, 

excitotoxicidad (Ladepeche et al., 2013; Zhang et al., 2009). 

 

 

1.2.4.1. Complejo PSD-95-D1-NMDA 

 

     El lazo de retroalimentación positiva puede ser detenido por un mecanismo que depende de 

los receptores D2, que en términos generales se traduce en una inhibición de la respuesta 

glutamatérgica (Bethus et al., 2010; Otmakhova y Lisman, 1998), lo que detendría el lazo de 

retroalimentación positiva. Sin embargo, podría darse el caso que exista poca o mínima 

regulación debido a factores de colocalización en la neurona (Fiorentini et al., 2003). Zhang y 

colaboradores (2009), han propuesto que la proteína de andamio postsináptico PSD-95 participa 

como un freno a este lazo formado por el complejo D1-NMDA, a partir de interferir en las 

interacciones directas entre estos receptores para formar el complejo PSD-95-D1-NMDA. La 

formación de este complejo regularía la interacción y funcionamiento del complejo 

heteroreceptor D1-NMDA en neuronas hipocampales. 
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     De esta manera, la presencia de PSD-95 inhibe la asociación de D1 con NR1, debido a que 

se genera una competencia de unión con los receptores D1, ya que tanto PSD-95 como NR1 se 

unen a una región superpuesta de la cola carboxilo terminal de D1 (Castner y Williams, 2007; Pei, 

2004; Zhang et al., 2009). En presencia de PSD-95 la precipitación de D1 y NR1 se reduce. Una 

de las implicaciones funcionales se traduce en una inhibición de la regulación de los receptores 

D1 por la activación de los receptores NMDA, es decir, se elimina la inhibición de la 

internalización de los receptores D1, generados por la actividad de NMDA. Una de las 

consecuencias de esta interrupción se observa en la capacidad de NMDA para potenciar la 

actividad de D1. Se han observado disminuciones en la producción de AMPc relacionado con la 

actividad de los receptores D1, sin que sea necesaria la interrupción de la señalización de calcio 

intracelular para estos efectos (Zhang et al., 2009).  

     Para la interrupción de NR1-D1, no sólo se requiere de la interrupción de la unión física 

entre los receptores dopaminérgicos y glutamatérgicos, sino también la participación de los dos 

primeros dominios homólogos de  la proteína PSD-95 que se ligan a la región carboxilo terminal 

de la subunidad NR2 (Kim et al., 1996; Müller et al., 1996). Por lo que estarían implicados 

complejos de señalización intracelular reclutados por la proteína PSD-95, es decir, que los efectos 

de la interrupción de la interacción D1-NMDA por la PSD-95 pueden darse no sólo por 

obstrucción física directa, sirviendo como barrera física, sino que también a través de complejos 

de señalización particulares reclutados por la PSD-95 (Zhang et al., 2009). 

    Las proteínas de señalización que pueden ser reclutadas, incluyendo a la PSD-95, y los 

elementos que permiten la formación y modulación del complejo heteroreceptor D1-NMDA, 

pueden variar en función de las balsas lipídicas (Man et al., 2003). 
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1.3. Balsas lipídicas  
 

      Las balsas lipídicas son micro dominios dinámicos de membrana ricos en colesterol, 

esfingolípidos y glicosilfosfatidilinositol (Tsui-Pierchala et al., 2002). Son más estrechas que el 

resto de la membrana, presentan diámetros entre 25 y 100 nm (Pike, 2006), debido a una mayor 

presencia de cadenas de hidrocarburos saturadas en los esfingolípidos y fosfolípidos, en 

comparación con los ácidos grasos no saturados de los fosfolípidos fuera de las balsas lipídicas 

(Simons y Vaz, 2004). 

     Las balsas lipídicas no son homogéneas ni en su composición ni en sus propiedades, por 

esta razón se han propuestos dos tipos de balsas lipídicas que se diferencian en su forma y en la 

proteína de unión al colesterol que contienen. Las planas se caracterizan por contener la proteína 

flotilina, mientras que las invaginadas contienen a la proteína caveolina (Kauer et al., 1988). 

     Gracias a su composición las balsas lipídicas proporcionan un orden a los componentes de 

la membrana celular (Brown y Rose, 1992). Esto es de particular importancia en células 

polarizadas como las neuronas, cuyas funciones requieren la segregación de proteínas en 

microdominios específicos de la membrana (Hering et al., 2003).   

     Debido a que muchos de los receptores ionotrópicos y metabotrópicos, como los NMDA 

(Abulrob et al., 2005; Frank et al., 2004; Guirland et al., 2004) y D1 (Sorkina et al., 2005; 

Strange, 2005; Yu et al., 2004), así como sus elementos de respuesta se encuentran en las balsas 

lipídicas, pueden proporcionarle a este micro dominio de membrana la capacidad de facilitar o 

inhibir sus interacciones (Allen et al., 2007). 

     De esta forma se tiene la hipótesis de que las balsas lipídicas proporcionan un punto de 

encuentro espacial y temporal a los elementos postsinápticos (Gaudreault et al., 2004), lo que 

cinéticamente puede favorecer o impedir las interacciones de estos elementos. La dirección de 

esta modulación parece depender de la participación proteica en estas balsas lipídicas (Allen et 

al., 2007). 

     Uno de los elementos que ayuda con esta modulación en las balsas lipídicas es la proteína 

de andamio postsináptico PSD-95 al promover la asociación de otras proteínas y la formación de 

complejos proteicos diferenciales en las balsas lipídicas (Hering et al., 2003; Man et al., 2003).  

Una de las interacciones más importantes que mantiene la PSD-95 se da con la región carboxilo 

terminal de las subunidades NR1 y NR2 del receptor NMDA (Traynelis et al., 2010; Sans et al., 
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1996). Esta interacción ayuda a anclar a estos receptores en la región postsináptica (Frank et al., 

2004), por lo tanto, se ha reportado una composición diferente del complejo formado por la PSD-

95, NMDA y sus proteínas de asociación las balsas lipídicas entre la densidad postsináptica y las 

fracciones solubles. 

     Uno de los elementos que se expresa de forma diferente entre estos dominios de membrana 

es la CaMKII. Esta proteína cinasa además de tener un papel importante en la respuesta 

glutamatérgica (Leonard et al., 1999), ayuda a estabilizar la asociación de la proteína de andamio 

PSD-95 con las balsas lipídicas (Suzuki et al., 2008), después de que el aumento de calcio 

intracelular promueva el agrupamiento de CaMKII con las balsas lipídicas (Du et al., 2006). 

     Se han encontrado indicios de las implicaciones de las balsas lipídicas en la respuesta 

sináptica y en los procesos cognitivos normales y patológicos. Se han descrito disminuciones en 

la densidad de los receptores NMDA en las balsas lipídicas de neuronas hipocampales en 

modelos animales de la demencia tipo Alzheimer (Morin et al., 2016). Asimismo, después de una 

isquemia existe un movimiento de los receptores NDMA de las balsas lipídicas a la densidad 

postsináptica (Besshoh et al., 2005). Además, durante el aprendizaje espacial se han descrito 

cambios de los receptores NMDA y de PSD-95 entre la densidad postsináptica y las balsas 

lipídicas (Delint-Ramírez et al., 2008). 

 

1.3.1. Implicaciones de las balsas lipídicas en la respuesta sináptica   

 

     Experimentalmente también se ha indagado la relevancia fisiológica de la localización de 

las proteínas en esos dominios de membrana para conocer el papel específico de las balsas 

lipídicas en la respuesta sináptica (Abulrob et al., 2005; Besshoh et al., 2005; Choi et al., 2015; 

Frank et al., 2004; Hou et al., 2008; Koudinov y Koudinova, 2005). 

     Uno de los métodos más utilizados es la depleción o perturbación de las balsas lipídicas 

mediante agentes que secuestran, quelan o previenen la síntesis del colesterol (Gaudreault et al., 

2004). Uno de ellos es la metil-β-ciclodextrina (MβCD), un oligosacárido cíclico capaz de 

capturar moléculas lipídicas solubles, teniendo una mayor afinidad por el colesterol (Kilsdonk et 

al., 1995). Esto lo hace ser uno de los agentes más eficientes, ya que en tratamientos in vitro con 

MβCD (1-100mg/ml) se generan disminuciones en el colesterol dentro de la primera hora 
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(Koudinov y Koudinova, 2005). Además ha mostrado no ser tóxico para las neuronas (Kilsdonk 

et al., 1995). 

     Los estudios en los que se ha utilizado MβCD en distintas concentraciones han revelado 

disminuciones en la respuesta glutamatérgica (Abulrob et al., 2005; Choi et al., 2015; Frank et 

al., 2008; Frank et al., 2004; Hering et al., 2003; Hou et al., 2008) dependiente del tiempo de 

incubación de las neuronas con MβCD (Antonini et al., 2018). 

     Se ha reportado que la perturbación de las balsas afecta la localización y estabilidad de los 

receptores AMPA (Choi et al., 2015b; Frank et al., 2008; Hering et al., 2003; Hou et al., 2008), 

por lo que han asociado la disminución de la respuesta glutamatérgica con afectaciones en este 

componente y no en los mediados por NMDA (Choi et al., 2015a).  

     Sin embargo, hay resultados que indican que el componente NMDA también se ve afectado 

con la perturbación de las balsas. Antonini y colaboradores (2018) reportaron que las EPSCs 

activadas por NMDA reducen su amplitud con la incubación de las neuronas con (0.2-2 mM) 

MβCD durante 30 minutos y que muestran una reducción más prominente con su incubación 

durante una hora.  

     Por su parte, Frank y colaboradores (2004) describieron una reducción en el influjo de 

calcio a través de los receptores NMDA por la incubación de neuronas hipocampales con 0.76 

mM  de MβCD. Sin embargo, Abulrob y colaboradores (2005)  no encontraron alteraciones en el 

influjo de calcio dependiente de NMDA tras el tratamiento con MβCD, por lo que no sería un 

mecanismo concluyente para explicar las alteraciones en las corrientes postsinápticas generadas 

por el receptor NMDA reportadas en su estudio. 

     Se ha mencionado la posibilidad de que la MβCD tenga un efecto directo en el canal 

NMDA y que esto explique los resultados obtenidos. Por esta razon en el estudio de Abulrod y 

colaboradores (2005) realizaron un experimento en el que aplicaron 0.88 mM de forma aguda 

(durante 3 segundos) de, la MβCD y la metil ciclo dextrina (MCD), dos miembros de las 

dextrina, cuyo funcionamiento y capacidad para capturar el colesterol es similar. Los resultados 

mostraron que la dextrina no metilada reduce las corrientes activadas por NMDA, mientras que la 

metilada no, por lo que esta no tendría un efecto directo en el canal.  

     También se consideró la posibilidad de que existiera una reducción en la densidad de los 

receptores NMDA, sin embargo esto fue descartado por los resultados obtenidos por Antonini y 

colabores (2018) ya que no encontraron cambios en la densidad de estos receptores con la 
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incubación de las neuronas con MβCD. Lo que sí se ha encontrado es que de forma similar a lo 

que ocurre con los receptores AMPA, la MCD genera un desarreglo en la plataforma en la que 

los receptores NMDA están embebidos, particularmente la subunidad NR1, generando cambios 

en su distribución y localización en la membrana plasmática (Antonini et al., 2018; Frank et al., 

2004). Por lo que la proteina PSD-95 y los complejos que genera con NR1 es una de las 

condiciones específicas que podrían verse afectadas (Frank et al., 2004).  

     Puede observarse que un resultado coincidente en estas investigaciones es la afectación en 

los procesos que median la respuesta sináptica (Figura 3). Sin embargo, no es la misma situación 

con los mecanismos específicos que se ven alterados con la depleción de las balsas lipídicas. Por 

lo tanto, el mecanismo que podría estar afectado con esta depleción y que contribuye a generar 

los efectos mostrados son las interacciones proteína a proteína entre los receptores 

glutamatérgicos y dopaminérgicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. La respuesta glutamatérgica cambia con la perturbación de las balsas lipídicas. A) 
Respuesta sináptica en condiciones normales. Los receptores AMPA permiten el influjo del ion sodio y 
el eflujo del ion potasio, mientras que los receptores NMDA permiten el influjo del ion sodio y en 
mayor cantidad del ion calcio y el eflujo de sodio. B) La MβCD cambia la actividad de estos receptores 
al disminuir la concentración de colesterol de las balsas lipídicas en las que se encuentran. Modificado 
de Burnashev y Szepetowski, 2017.  
 



26 

 

2. Planteamiento del Problema 

 

     La modulación dopaminérgica de las sinapsis glutamatérgicas en la región de CA1 parece 

depender de las interacciones proteína a proteína que mantienen los receptores D1 y NMDA. 

Existen elementos que pueden favorecer o impedir estas interacciones, y las balsas lipídicas son 

uno de los más importantes, ya que representan en la membrana plasmática un punto de 

encuentro espacial y temporal para los receptores D1 y NMDA, así como para elementos que 

modulan su interacción como la proteína PSD-95.  

     Por otro lado, los cambios en estas sinapsis producidas por la depleción de las balsas 

lipídicas no han sido descritos en su totalidad, y han sido controversiales. Por lo que se desconoce 

si uno de los elementos que se ven afectados es la modulación ejercida por la DA en estas 

sinapsis. Por consiguiente, el propósito de este proyecto fue investigar los posibles cambios en la 

respuesta sináptica de CA1 como resultado de alteraciones en la interacción de los receptores 

NMDA-D1 inducidas por perturbación de las balsas lipídicas. 

3. Hipótesis  

 

     Si la depleción de las balsas lipídicas por la MβCD modifica la interacción entre los 

receptores D1 y NMDA, esta alteración se reflejará en cambios en la modulación ejercida por la 

DA en las sinapsis glutamatérgica de la región de CA1. 

 

3.1. Hipótesis nula  

 

     Si la depleción de las balsas lipídicas por la MβCD no modifica la interacción entre los 

receptores D1 y NMDA, esta alteración no reflejará cambios en la modulación ejercida por la DA 

en las sinapsis glutamatérgica de la región de CA1. 
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4. Objetivo general  

 

     Evaluar el efecto de la depleción de las balsas lipídicas generada por MβCD en la 

modulación producida por el receptor dopaminérgico D1 en los receptores NDMA de las 

neuronas piramidales de CA1.  

4.1. Objetivos particulares 

     

     Identificar los componentes relacionados por el receptor NMDA en la sinapsis de CA1.   

     Determinar el efecto de la disminución de la actividad del receptor D1 en la respuesta 

sináptica mediada por NMDA en neuronas piramidales de CA1. 

     Evaluar el efecto de la depleción de las balsas lipídicas generada por MβCD en la respuesta 

sináptica mediada por receptores NMDA en neuronas piramidales de CA1. 

5. Método  

 

5.1. Preparación de rebanadas hipocampales  
 

     Se utilizaron ratas machos de 15 días de edad de la cepa Wistar, mantenidas en condiciones 

estándar de laboratorio, con estricto apego a los procedimientos autorizados por el Comité 

Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad 

Nacional Autónoma de México (UNAM), acorde con la norma oficial mexicana (NOM-062-

ZOO-1999). Se extrajo el cerebro de la rata anestesiada con pentobarbital sódico a través de una 

inyección intraperitoneal (50 mg/kg) y se colocó en un helado (4 ° C) liquido cerebro espinal 

artificial (LCEA) el cual contenía (mM): 125 NaCl, 3 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 1.25 NaH2PO4, 25 

NaHCO3 y 10 glucosa a pH 7.4 equilibrada con carbógeno (95%O2/ 5% CO2). Utilizando un 

vibratomo Leica (VT 1200S; Leica Biosystems) se obtuvieron rebanadas sagitales de cerebro de 

300 μm de espesor que contenían el hipocampo. Estas rebanadas se incubaron en LCEA con 

burbujeo de carbógeno constante a temperatura ambiente por al menos 1 hora antes de los 

registros. En los experimentos en los que se perturbaron las balsas lipídicas, se añadió MβCD en 

distintas concentraciones (0.757 mM, 2 mM y 5 mM) al LCEA a 28-30 °C por lo menos dos horas 

antes del registro. 
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5.2. Registros electrofisiológicos   

 

      Las rebanadas individuales a la cámara de registro, inmovilizadas con una rejilla de nylon 

y perfundida con LCEA a 34 °C. En este punto se le añadió al LCEA 10 μM de Bicuculina, y 

dependiendo de la condición experimental se añadió 20 µM de cianquixalina o 6-ciano-7-

nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX) o 20 µM de clorhidrato de R (+) - 7-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-

fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina (SCH23390). Los experimentos con este último reactivo se 

realizaron en condiciones de oscuridad. 

     Los registros en fijación de voltaje se realizaron utilizando la técnica de patch clamp en la 

configuración de célula entera con un amplificador AxoClamp 2B (Molecular Devices) y 

monitoreado con una computadora personal con el sofware Clampex 6 (Molecular Devices). Las 

señales se filtraron a 5 kHz y se digitalizaron mediante un convertidor analógico a digital de la 

serie de Digidata 1200 con una tasa de muestreo de 10 kHz usando el sofware pClamp6. Los 

electrodos de registro.  Los electrodos de registro se fabricaron a partir de tubos de vidrio de 

borosilicato (World Precision Instruments,WPI) con una resistencia de 2-4 MΩ al llenarse con 

una solución que contenía (mM): 115 gluconato de potasio, 20 CsCl, 2 MgCl2, 10 HEPES, 10 

TEA-Cl, 5 QX-314, 2 ATP-Na, 0.3 GTP-Mg con un pH de 7.2 ajustado con CsOH. En una 

condición experimental se añadió 10 µM del fragmento 281-309 de CaMKII. Las neuronas 

individuales fueron observadas usando un microscopio (Nikon Eclipse E600FN) con un objetivo 

de inmersión en agua 60 X. Las neuronas seleccionadas para el registro se ubicaron en la región 

de CA1 del hipocampo.  

     Las EPSCs se obtuvieron fijando el potencial de membrana a un valor constante de -60 mV 

y colocando un electrodo de estimulación bipolar concéntrico en el estrato radiado del hipocampo 

a 200 micras (máximo) del de registro, como se muestra en la Figura 4. La duración del estímulo 

extracelular aplicado fue de 100 μs a una frecuencia de 0.3 Hz y su intensidad se ajustó para 

inducir una corriente cuya amplitud fuese de la mitad de la corriente máxima (Figura 5). Las 

corrientes se obtuvieron tanto en condiciones control como con la depleción de las balsas 

lipídicas.  
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Figura 4. Disposición de los electrodos en el hipocampo. El electrodo de estimulación (S) se colocó en las 
fibras colaterales de Schaffer para activar las sinapsis entre las neuronas piramidales del Cuerno de Amón 3 

(CA3) y las neuronas piramidales del Cuerno de Amón 1 (CA1). En las neuronas piramidales de CA1 se colocó 
el electrodo de registro (R) a una distancia no mayor de 200 micras del electrodo de estimulación. 

Figura 5. Protocolo de registro de las EPSCs. Trazos representativos de las EPSCs y 
protocolo de estimulación empleado. El estímulo extracelular aplicado tuvo una duración de 
100 μs a una frecuencia de 0.3 Hz y la intensidad fue la necesaria para inducir una corriente 

cuya amplitud fuese de la mitad de la corriente máxima. 
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     Con el objetivo de obtener información cuantificable de los trazos de corriente, al trazo 

promedio de cada célula registrada se le ajusto una recta en la región de activación para obtener 

un valor de pendiente m. Así como una doble exponencial en la región de desactivación para 

obtener los valores de las constantes de tiempo tau 1 y tau 2, correspondientes a los dos 

componentes de esta región. Se tomaron en cuenta para el promedio en cada condición solo 

aquellas con un valor de R2 ajustada superior al 0.97 Figura 6.  

 

 

 

     La eficiencia sináptica se delineó en las distintas condiciones experimentales empleadas, 

aplicando una serie de pulsos extracelulares de intensidad creciente (0-10 V) y se registraron las 

EPSCs resultantes (Figura 7). Las EPSCs obtenidas se utilizaron para graficar una curva entrada-

salida, la cual relaciona las magnitudes de la intensidad del estímulo (V) y la corriente máxima 

producida con esa intensidad. A la relación lineal de estos elementos se ajustó una recta (y= a + b 

*x) para conocer el valor de la pendiente m. Este valor de pendiente se utilizó como parámetro de 

la eficiencia sináptica porque refleja la tasa de cambio de la intensidad de la corriente máxima en 

función de la intensidad de la corriente.  

Figura 6. Parámetros analizados en trazo promedio de corriente postsináptica 
excitatoria. En azul se muestra el ajuste de una recta a la activación de la corriente. 

En rojo se muestra el ajuste de una doble exponencial a la desactivación de la 
corriente. 
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     Para conocer el comportamiento de la corriente que depende del voltaje en las diferentes 

condiciones medidas se utilizó un protocolo de estimulación doble, uno intracelular con una 

duración de 20 ms e intensidad variable cuyo objetivo fue mantener y cambiar el potencial de 

membrana de +60 a -60mV en pasos de 10 mV. Después de 10 ms del inicio de este pulso 

intracelular se aplicó uno extracelular con una duración de 100 μs e intensidad ajustada para 

producir una corriente cuya amplitud fuese la mitad de la corriente máxima. El objetivo de esta 

estimulación extracelular fue activar las sinapsis y registrar las corrientes resultantes a cada 

cambio de potencial de membrana. El protocolo utilizado se ejemplifica en la Figura 8.  

     Con base en las EPSCs obtenidas mediante este protocolo de curva I/V en cada condición, 

se obtuvo el índice de rectificación dividiendo el promedio de la corriente producida a +50 mV 

entre el promedio de la corriente producida a -50 mV (Seung et al., 2009). El valor obtenido se 

utilizó como un parámetro de comparación entre la actividad de los receptores AMPA y los 

receptores NMDA. Se ha establecido que un índice de rectificación con valores superiores a 1 

refleja una menor participación de los receptores AMPA (Randall et al., 1990), mientras que un 

índice inferior a 1 está asociado a una menor actividad del receptor NMDA (Mayer y Westbrook, 

1984).  

Figura 7.  Protocolo de curva entrada/salida. EPSCs representativas obtenidas mediante un 
protocolo de estimulación extracelular creciente de 0V a 10V en pasos de 1V. 
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     Para evaluar los efectos a nivel pre y/o postsináptico, se llevó a cabo un protocolo de 

facilitación por pulsos pareados (FPP); dicho protocolo se muestra en la Figura 9. Se aplicaron 

un par de pulsos de amplitud y duración idénticos (1-10 V, 100 μs), separados por un intervalo 

constante de 70 ms. Cada par de pulsos se administró a una frecuencia de 0.1 Hz (10 s de 

latencia).  Los cambios en la liberación se determinaron a partir del índice de facilitación, es 

decir, el cociente entre S2/S1.  

Figura 8. Protocolo de curva corriente/voltaje. Se muestran los trazos de corriente representativos y el protocolo 
de estimulación empleado. Se utilizó un protocolo de estimulación doble, el estímulo intracelular tuvo una duración 

de 20 ms e intensidad variable para cambiar el potencial de membrana de +60 a -60 mV en pasos de 10 mV. 
Después de 10 ms del inicio de este estímulo intracelular se aplicó uno extracelular con una duración de 100 μs e 
intensidad ajustada para producir una corriente cuya amplitud fuera de la mitad de la corriente máxima. El objetivo 

de esta estimulación extracelular fue activar las sinapsis y registrar las corrientes resultantes a cada cambio de 
potencial de membrana. 
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5.3. Cuantificación del colesterol en la membrana  

 

     Se cuantificó el porcentaje de colesterol capturado en las membranas plasmáticas por la 

incubación con distintas concentraciones de MβCD mediante el kit amplex red (excitación a 560 

y emisión a 590); siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El proceso en detalle se 

muestra en la Figura 10.  Los resultados ayudaron a determinar la concentración ideal de MβCD 

utilizada en los registros electrofisiológicos.  

Figura 9. Protocolo de pulsos pareados. Se aplicaron un par de pulsos de amplitud 
y duración idénticos (1-10 V, 100 μs), separados por un intervalo constante de 70 ms. 

Cada par de pulsos se administró a una frecuencia de 0.1 Hz. 
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6. Análisis de datos  

     Para determinar la normalidad de los datos obtenidos se utilizó la prueba de Shapiro-Wilks. 

Para las condiciones requeridas se utilizó la prueba t de Student y para otras condiciones se 

calculó un ANDEVA de una vía con una prueba post-hoc de Tukey para evaluar las diferencias 

entre más de un par de condiciones experimentales. Los valores están expresados como la media 

± error estándar de la media (EEM). Las gráficas y las pruebas estadísticas se realizaron mediante 

el uso programas Origin 8 y Prim 8 (Graphpad), respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Método de cuantificación del colesterol en 

la membrana plasmática. 

A) Obtención del tejido. Se extrajo el tejido cerebral 
de 22 ratas, se removió el hipocampo y se 
congeló a -70 ℃. 

B) Obtención de la membrana. Se homogeneizó el 
tejido y se realizaron dos pasos de centrifugación 
para obtener la membrana plasmática. 

C) Depleción del colesterol. Se incubaron las 
muestras con diferentes dosis de MβCD por 1 
hora a 37 ℃. 

D) Cuantificación del colesterol. Se cuantificó el 
colesterol mediante el kit amplex red, basado en 
fluorescencia. 
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7. Resultados 

7.1. Propiedades electrofisiológicas de las neuronas piramidales de CA1 
 

     Previo a abordar la pregunta de investigación planteada, se identificaron 

electrofisiológicamente las sinapsis glutamatérgicas en la región hipocampal de CA1. En estas 

sinapsis participan principalmente componentes relacionados con los receptores AMPA y 

NMDA.  

     Para caracterizar los componentes de las corrientes excitatorias vinculados con el receptor 

NMDA se realizaron registros en los que la variable independiente fue la concentración de MgCl2 

en la solución extracelular. Esto con la finalidad de modificar el bloqueo de estos receptores por 

su antagonista endógeno, el Mg2+. La Figura 11 muestra los registros de las EPSCs con 

diferentes concentraciones de MgCl2. La disminución en su concentración generó un aumento en 

la amplitud de corriente (-0.67 ± 0.01 nA (Control) vs -0.83 ± 0.05 nA (0.5 mM) vs -0.92 ± 0.1 

nA (0 mM), F (2, 15) = 32.07, p ≤ 0.05) y en el valor de tau 2 (24.1 ± 3.1 ms (Control) vs 46.1 ± 

10.1 ms (0.5 mM) vs 66.6 ± 5.1 ms (0mM), F (2, 15) = 58.75, p ≤ 0.05). No se observaron cambios 

en la pendiente de activación ni en la latencia al pico.  

     Este resultado muestra que conforme disminuye la concentración de MgCl2 hay una mayor 

participación de los receptores NMDA. Esto se hace evidente en el aumento de la corriente y en 

la región de desactivación, en donde ocurrió una disminución del componente rápido (tau 1) y un 

aumento del componente lento (tau 2). Considerando que los tiempos de desactivación de los 

receptores AMPA son más rápidos que los tiempos de los receptores NMDA (Monyer et al., 

1992; Vicini et al., 1998), los cambios en las constantes de tiempo señalan una mayor 

participación de los receptores NMDA conforme se va reduciendo la concentración de MgCl2 de 

la solución extracelular. 
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     La relación corriente-voltaje en estas condiciones (Figura 12) mostró un comportamiento 

no lineal en el registro control, debido a una menor cantidad de corriente a potenciales de 

membrana negativos. Esta corriente fue aumentando conforme el potencial se acercó a los -20 

mV. En los registros con reducciones en la concentración de Mg2+ el comportamiento de la 

corriente fue más lineal, principalmente a potenciales de membrana negativos, generando 

cambios en la pendiente de la curva que reflejan cambios en la conductancia. 

     Esto implicaría que en condiciones fisiológicas (~1 mM MgCl2) hay una mayor 

participación de los receptores AMPA, principalmente a potenciales de membrana negativos, ya 

que en estas condiciones los receptores NMDA se encuentran bloqueados por el Mg2+. Con la 

disminución de este ion del medio extracelular o con cambios del potencial de membrana a 

valores más positivos, la corriente activada por NMDA aumenta. Por esta razón los cambios en la 

curva I-V debido a la disminución de Mg2+ no son tan notorios en potenciales positivos como sí 

lo son en potenciales de membrana negativos. 

Figura 11.  La disminución de la concentración de MgCl2 aumenta la participación de los 
receptores NMDA en la respuesta sináptica.  A) Promedio de las EPSCs obtenidas con 1 mM, 
0.5 mM y 0 mM MgCl2. B) Se grafican los valores normalizados ± EEM de los valores medidos, n= 

6 *p ≤ 0.05. 
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     La disminución del MgCl2 generó pendientes más pronunciadas en la curva entrada-salida      

(-0.06 ± 0.02 nA/V (Control) vs -0.14 ± 0.01 nA/V (0.5 mM) vs -0.2 ± 0.01 nA/V (0 mM), F (2, 

15) = 83.75, p ≤ 0.05) como se muestra en la Figura 13. Estos resultados sugieren un aumento en 

la eficiencia sináptica conforme la cantidad de MgCl2 disminuye en el líquido extracelular. En 

estas condiciones la intensidad del estímulo que se requiere para producir determinada amplitud 

de corriente es cada vez menor, gracias a una mayor participación de receptores NMDA.  

 
Figura 13. La disminución MgCl2  aumenta la eficiencia sináptica A) Curva E/S obtenida con 
diferentes concentraciones de MgCl2 extracelular. B) Cambios en la pendiente. Datos expresados 

en media ± EEM, n= 6, *p ≤ 0.05. 

Figura 12. Curva I/V con variaciones en la concentración de MgCl2 extracelular.  
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     Con la intención de disecar los componentes de las sinapsis glutamatérgicas mediadas por 

los receptores AMPA y NMDA se llevaron a cabo experimentos con la administración de 20 µM 

CNQX, antagonista selectivo de los receptores AMPA, y en condiciones control con 0 mM 

MgCl2 

     Puede apreciarse en la Figura 14 que el CNQX provocó una disminución en la amplitud de 

la corriente, un aumento en la latencia al pico y cambios en la activación y desactivación de la 

corriente. El análisis cuantitativo mostró una diferencia significativa en todos los parámetros 

analizados, siendo de principal interés los cambios que resaltan las características cinéticas lentas 

de los receptores NMDA como los ocurridos en la pendiente ( -0.114 ± 0.03 (Control) vs -0.034 ± 

0.05 (CNQX), t (10) = 3.1, p ≤ 0.05), en la latencia al pico (17.7 ± 0.02 ms (Control) vs 26.95 ± 

0.04 ms (CNQX), t (10) = 461.3, p ≤ 0.05) y en la tau 2 (66.6 ± 5.1 ms (Control) vs 80.4 ± 3 ms 

(CNQX), t (10) = 9.5,  p ≤ 0.05).  

 

 

     La relación corriente-voltaje mostró que el antagonista de AMPA provocó una disminución 

en las corrientes generadas en cada potencial de membrana, principalmente a potenciales de 

membrana negativos (Figura 15). El índice de rectificación en la condición con CNQX fue 

mayor que en la condición control (-1.16 ± 0.04 (Control) vs - 1.25 ± 0.03 (CNQX), t (10) =4.02, p 

≤ 0.05), lo que denota una disminución en la actividad de los receptores AMPA en estas sinapsis 

(Randall et al., 1990). 

Figura 14. Componentes de las EPSCs mediados por los receptores NMDA. A) Promedio de 
las EPSCs obtenidas con 0 mM MgCl2 y 20 µM CNQX. B) Se grafican los valores normalizados ± 

EEM de los valores medidos, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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     En la Figura 16 podemos observar un cambio en la curva entrada-salida con CNQX (-0.2 ± 

0.01 nA/V (Control) vs -0.06 ± 0.001 nA/V (CNQX), t (10) =22.23, p ≤ 0.05). Esta disminución en 

la eficiencia sináptica podría deberse a una disminución en la cantidad de receptores AMPA 

capaces de responder a la estimulación.  

 

Figura 15. CNQX produce una disminución de corrientes principalmente a potenciales 
de membrana negativos. A) Curva I/V obtenida con 0 mM MgCl2 y 20 µM CNQX.  B) 

Cambios en el índice de rectificación. Se grafican los valores normalizados ± EEM, n= 6 *p ≤ 
0.05. 

Figura 16. CNQX produce una disminución en la eficiencia sináptica. A) Curva E/S obtenida con 
0 mM MgCl2 y 20 µM CNQX B) Cambios en la pendiente. Se grafican los valores normalizados   ±

EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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7.2. Modulación dopaminérgica de las sinapsis glutamatérgicas 
 

     Una vez identificados los componentes de las sinapsis a estudiar, particularmente de los 

receptores NMDA, se continuó con el estudio de la modulación dopaminérgica en estas sinapsis. 

Para cumplir con este objetivo se realizaron experimentos con la aplicación de 20 µM 

SCH23390, el cual es un antagonista selectivo de los receptores D1.  

     Las EPSCs registradas en presencia de SCH23390 tuvieron una menor amplitud (-0.67 ± 

0.01 nA (Control) vs -0.36 ± 0.08 nA (SCH), t (10) =8.66, p ≤ 0.05), y cambios en tau 2 (24.1 ± 

3.1 ms (Control) vs 19.1 ± 2.2 ms (SCH), t (10) =3.30, p ≤ 0.05) haciéndolo más rápido este 

componente en comparación con el control. Ni el valor de la pendiente en la región de activación 

ni la latencia al pico máximo de corriente mostraron cambios (Figura 17). 

     Estos resultados y los descritos previamente con CNQX, permiten afirmar que la aplicación 

del antagonista de D1 tiene un efecto principalmente en los componentes mediados por los 

receptores NMDA. Esto debido a que los cambios más importantes ocurren en la desactivación 

de la corriente, es decir, un aumento en el componente rápido (tau 1) y una disminución en el 

componente lento (tau 2). Sugiriendo una menor participación de los receptores NMDA. Así la 

disminución en la amplitud de la corriente probablemente se deba a cambios en el receptor 

NMDA generados por la reducción en la actividad del receptor de tipo D1. 

 

 

Figura 17. SCH23390 afecta los componentes de las EPSCs mediados por NMDA. A) Promedio de las 
EPSCs obtenidas con 1 mM MgCl2 y 20 µM SCH23390. B) Se grafican los valores normalizados ± EEM de 

los valores medidos, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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     La aplicación de SCH23390 (Figura 18) produjo un comportamiento más lineal con 

respecto al control en la curva I-V, con disminuciones en las corrientes predominantemente a 

potenciales de membrana positivos; como consecuencia el índice de rectificación disminuyó con 

respecto al control (-1.74 ± 0.03 (Control) vs -1.34 ± 0.04 (SCH23390), t (10) =18.40, p ≤ 0.05). 

De tal manera que el cambio en la pendiente de la curva observado podría manifestar una 

disminución en la conductancia de los canales NMDA (Mayer y Westbrook, 1984). 

 

 

 

    La baja en la actividad de los receptores D1 por medio de SCH23390 también generó 

cambios en la pendiente de la curva entrada-salida (Figura 19) (-0.06 ± 0.02 nA/V (Control) vs -

0.04 ± 0.02 nA/V (SCH), t (10) =2.4, p ≤ 0.05). Estos resultados sugieren que el cambio en la 

eficiencia sináptica es originado por una disminución en la actividad de los receptores NMDA, 

producidos por la reducción en la actividad de los receptores de tipo D1.  

 

 

 

Figura 18. SCH23390 genera una disminución de las corrientes principalmente a potenciales 
de membrana positivos A) Curva I/V obtenida con 1 mM MgCl2 y 20 µM SCH23390. B) Cambios 

en el índice de rectificación. Se grafican los valores normalizados ± EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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     Para comprobar que los efectos observados tras la aplicación de SCH23390 son sobre los 

receptores NMDA, se llevaron a cabo registros en los que se añadió 20 µM SCH23390 y 20 µM 

CNQX en la solución de registro. El objetivo fue aislar e identificar los cambios en el receptor 

NMDA en ausencia de los componentes relacionados con AMPA.  

    Los registros de las EPSCs en estas condiciones (Figura 20) mostraron una disminución en 

la amplitud de la corriente (-0.92 ±  0.1 nA (Control) vs -0.50 ± 0.1 nA (CNQX) vs -0.28 ± 0.05 

nA (CNQX y SCH), F(2, 15)= 128.5, p ≤ 0.05) y cambios en la tau 2 (66.6 ± 5.1 ms (Control) vs 

80.4 ± 3 ms (CNQX) vs 73.1 ± 2.1 ms (CNQX y SCH), F (2, 15) = 23.56, p ≤ 0.05). Sin embargo, 

no se observaron diferencias importantes en la región de activación, ni en latencia al pico de 

corriente máxima de las EPSCs con SCH23390 + CNQX en comparación con el registro con 

CNQX. 

 

 

 

 

Figura 19. SCH23390 produce una disminución en la eficiencia sináptica. A) Curva 
E/S obtenida con 1 mM MgCl2 y 20 µM SCH23390 B) Cambios en la pendiente. Se 

grafican los valores normalizados  ±EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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     De la misma manera, en la relación corriente-voltaje se encontró una disminución más 

pronunciada en la amplitud de la corriente en cada potencial de membrana con la aplicación de 

CNQX y SCH23390 en comparación con la aplicación solo de CNQX y el control (Figura 21). 

El índice de rectificación aumentó con la aplicación de CNQX como se describió previamente. 

No obstante, con la aplicación de CNQX y SCH23390 el índice de rectificación disminuyó con 

respecto al valor de CNQX (-1.16 ± 0.04 (Control) vs -1.25 ± 0.03 (CNQX) vs -1.11 ± 0.01 

(CNQX + SCH23390), F (2, 15) = 28.31, p ≤ 0.05). Esto implicaría un mayor efecto de SCH23390 

sobre los receptores NMDA, de no ser así, el índice tendría un valor superior al asociado a 

CNQX cuando se aplica junto con SCH23390, mostrando una mayor participación de NMDA por 

afectación del componente AMPA (Randall et al., 1990). 

 

 

 

Figura 20. Efecto de SCH23390 en las EPSCs en ausencia del componente mediado por 
AMPA. A) Promedio de EPSCs con 0 mM MgCl2, 20 µM CNQX y 20 µM SCH23390. B) Se 

grafican los valores normalizados ± EEM de los valores medidos, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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  La curva entrada-salida obtenida en estas condiciones (Figura 22) mostró una disminución 

en el valor de la pendiente en la condición de CNQX y SCH23390, en comparación con solo 

CNQX y control (-0.2 ± 0.01 nA/V (Control) vs -0.06 ± 0.001 nA/V (CNQX) vs -0.04 ± 0.004  

nA/V (CNQX + SCH), F (2, 15) = 526.5, p ≤ 0.05).      

     Considerando este resultado y los descritos anteriormente podemos afirmar que este 

cambio en la eficiencia sináptica es debido a una disminución en la actividad de los receptores 

NMDA. Si SCH23390 tuviera un efecto sobre AMPA, la disminución en la eficiencia sináptica 

sería menor a la observada, considerando que el antagonista de AMPA no tenga un efecto en la 

totalidad de receptores.  

 

 

 

 

Figura 21. La aplicación de CNQX enfatiza el efecto de SCH23390 sobre la corriente a 
potenciales de membrana positivos. A) Curva I/V obtenida con 0 mM MgCl2, 20 µM CNQX y 20 
µM CNQX + 20 µM SCH23390. B) Cambios en el índice de rectificación. Se grafican los valores 

normalizados ± EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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Figura 22. SCH23390 genera una disminución en la eficiencia sináptica en ausencia del 
componente mediado por AMPA. A) Curva E/S obtenida con 0 mM MgCl2, 20 µM CNQX y 20 
µM SCH23390. B) Cambios en la pendiente. Se grafican los valores normalizados  ±EEM, n= 6 

*p ≤ 0.05. 
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7.3. Efecto de la perturbación de las balsas lipídicas en las sinapsis glutamatérgicas  
 

     Una vez identificada la interacción funcional entre los receptores dopaminérgicos y 

glutamatérgicos en la sinapsis de CA1, se estudió el efecto de la perturbación de las balsas 

lipídicas en la repuesta glutamatérgica, principalmente sus efectos en la actividad de los 

receptores NMDA.  

     Previo al registro electrofisiológico en estas condiciones, se comprobó el efecto de la 

MβCD sobre el colesterol de las balsas lipídicas. Se hizo mediante un experimento en el que, se 

cuantificaron los cambios en la concentración de colesterol en la membrana plasmática de las 

neuronas del hipocampo incubadas con MβCD.   

     Los resultados descritos en la Figura 23, demuestran que la MβCD disminuye la 

concentración de colesterol de la membrana plasmática de neuronas del hipocampo de forma 

dependiente de la concentración. Con base en este resultado, podemos decir que la MβCD sí 

captura el colesterol, el cual representa el elemento principal de las balsas lipídicas.   

 

 

 

 

Figura 23. La MβCD disminuye la concentración de colesterol de forma 
dependiente de la concentración.  
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     Con la finalidad de averiguar si la MβCD tiene un efecto a nivel presináptico, se realizaron 

experimentos utilizando un protocolo de facilitación por pulsos pareados. Como resultado de 

este, en la Figura 24 se puede apreciar un aumento en S2 con relación a S1 tanto en la condición 

control (1 mM MgCl2) como en la de incubación con 2 mM de MβCB. Ambas condiciones 

tuvieron un índice de facilitación superior a 1 y no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre ellas. Indicando que, los efectos de la MβCB estarían asociados a cambios a 

nivel postsináptico más que a presináptico.  

 

 

 

     Posteriormente, se realizaron experimentos en los que las rebanadas de cerebro se 

incubaron durante un mínimo de 2 h a 37 ℃, con distintas concentraciones de MβCD. 

Posteriormente se realizaron los registros electrofisiológicos. En la Figura 25 se ilustran los 

cambios que ocurren en las EPSCs, entre los que es importante resaltar aquellos que ocurren en el 

componente lento de la desactivación de la corriente entre las concentraciones altas y bajas de 

MβCD (24.1 ± 3.1 ms (Control) vs 23.1 ± 2.1 ms (0.757 mM) vs 17.1 ± 2.1 ms (2 mM) vs 14.1 ± 

1.2 ms (5 mM), F(3, 20) = 27.22,  p ≤ 0.05)  y en la latencia al pico de la corriente (12.4 ± 0.3 ms 

(Control) vs 12.5 ± 0.4 ms (0.757 mM) vs 10 ± 0.1 ms (2 mM) vs 9.3 ± 0.6 ms (5 mM), F(3, 20) = 

120.1, p ≤ 0.05). Sin embargo, no se encontraron cambios entre el control y 0.757 mM de MβCD 

ni entre 2 mM ni 5 mM de MβCD. Estos resultados sugieren que la depleción del colesterol de 

las balsas lipídicas afecta a los dos componentes de estas EPSCs, de acuerdo con los parámetros 

establecidos previamente.  

Figura 24. La MβCB ejerce sus efectos a nivel postsináptico. A)  EPSC asociadas a S1 y 
S2 en las condiciones control y 2 mM MβCB. B) Cambios en el índice de facilitación. Valores 

expresados en media ± EEM de los valores medidos, n=6. 
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     La incubación de las rebanadas con 0.757 mM no generó cambios importantes en la 

relación corriente-voltaje, como sí lo generaron las concentraciones de 2 y 5 mM de MβCD 

(Figura 26). Con estas concentraciones se observa un comportamiento más lineal, así como 

disminuciones de las corrientes sobre todo a potenciales negativos. Por esta razón, su índice de 

rectificación aumentó significativamente con respecto al control (-1.74 ± 0.03 (Control) vs -1.76 

± 0.02 (0.757 mM) vs -2.16 ± 0.04 (2mM) vs -2.1 ± 0.1 (5 mM), F (3, 20) = 98.73, p ≤ 0.05). 

Además, se generó un cambio en la pendiente de esta curva con estas concentraciones de MβCD, 

lo que sugiere un cambio en la conductancia de los receptores AMPA y NMDA. Sin embargo, el 

aumento del índice de rectificación muestra una mayor afectación del componente rápido de estas 

sinapsis. 

 

 

 

 

Figura 25. La MβCD afecta a los dos componentes principales de las EPSCs. A) Promedio 
de las EPSCs obtenidas con 1 mM MgCl2, 0.757, 2 y 5 mM MβCD. B) Se grafican los valores 

normalizados ± EEM de los valores medidos, n=6 *p ≤ 0.05. 
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     La perturbación de las balsas lipídicas también provocó cambios en la eficiencia sináptica, 

como se puede notar en la Figura 27. La incubación de las rebanadas con 2 y 5 mM de MβCD 

generó una reducción en el valor de la pendiente de la recta ajustada, en comparación con 0.757 

mM y el grupo control (-0.06 ± 0.02 nA/V (Control) vs -0.06 ± 0.002 nA/V (0.757 mM) vs -0.04 

± 0.002 nA/V (2 mM) vs -0.02 ± 0.008 nA/V (5 mM), F (3, 20) = 18.54, p ≤ 0.05). 

Figura 26. La MβCD genera una mayor disminución de la corriente a potenciales de 
membrana negativos. A) Curva I/V obtenida en con 1 mM MgCl2, 0.757, 2 y 5 mM MβCD en 
cada potencial de membrana. B) Cambios en el índice de rectificación. Se grafican los valores 

normalizados ± EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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     Por lo observado en éste y en los otros protocolos utilizados, se puede considerar que la 

perturbación de las balsas lipídicas afecta la eficiencia sináptica por medio de alteraciones en los 

dos componentes de las sinapsis. Estos se ven afectados con la incubación con MβCD, por lo que 

se realizaron los mismos experimentos, pero ahora añadiendo CNQX para disminuir el 

componente de AMPA e identificar mejor el efecto de la perturbación de las balsas lipídicas 

sobre NMDA. En los resultados previos se encontró que una concentración de 2 mM de MβCD 

genera diferencias significativas con respecto al control, por lo que se utilizó esta concentración 

en los experimentos posteriores.  

     Las EPSCs registradas en estas condiciones mostraron (Figura 28) cambios principalmente 

en la amplitud de la corriente (-0.92 ± 0.1 nA (Control) vs -0.54 ± 0.6 nA (MβCD) vs -0.31 ± 0.1 

nA (MβCD + CNQX), F (2, 15) = 88.51, p ≤ 0.05), en la latencia al pico (18.8 ± 1.3 ms (Control) vs 

15.3 ± 4 ms (MβCD) vs 26.7 ± 3 ms (MβCD + CNQX), F (2, 15) = 24.74,  p ≤ 0.05) y en la Tau 2 

(66.6 ± 5.1 ms (Control) vs 37.1 ± 3.6 ms (MβCD) vs 55.7 ± 4.5 ms (MβCD + CNQX), F (2, 15) = 

66.87, p ≤ 0.05).  

 

 

Figura 27. MβCD genera una disminución en la eficiencia sináptica. A) Curva E/S obtenida con 
0.757 mM, 2 mM y 5 mM MβCD. B) Cambios en la pendiente. Se grafican los valores normalizados    ±

EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 



51 

 

 

 

 

     Resultados similares se obtuvieron con el protocolo de para obtener una curva I-V. En la 

Figura 29 se puede advertir una disminución en la corriente asociada a cada potencial de 

membrana en las dos condiciones con respecto al control, principalmente en potenciales de 

membrana hiperpolarizantes. Esto generó un aumento en el índice de rectificación con respecto al 

control en las dos condiciones, sobre todo con la aplicación del antagonista (-1.16 ± 0.04 

(Control) vs -1.21 ± 0.03 (MβCD) vs -1.3 ± 0.03 (MβCD + CNQX), F (2, 15) = 14.4, p ≤ 0.05). 

     El aumento en el índice con MβCD sugiere que hay una menor participación de los 

receptores AMPA. Sin embargo, este agente no sólo afecta a este componente porque cuando se 

aplica el antagonista se observa un efecto similar. Por lo que en primera instancia la MβCD afecta 

a los receptores AMPA, pero también a los receptores NMDA. De otra forma la aplicación del 

antagonista de AMPA no tendría un efecto importante en estos receptores, considerando aún que 

el antagonista tenga un efecto en la totalidad de receptores. 

Figura 28. Los componentes de las EPSCs mediados por NMDA se conservan con la 
depleción de las balsas lipídicas. A) Promedio de las EPSCs obtenidas con 0 mM MgCl2 

(Control), 2 mM MβCD y 2 mM MβCD + 20 µM CNQX.  B) Se grafican los valores 
normalizados ± EEM de los valores medidos, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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     La Figura 30 muestra una disminución en la pendiente de la curva entrada-salida con la 

aplicación del antagonista en comparación con solo MβCD (-0.2 ± 0.01 nA/V (Control) vs -0.10 

± 0.02 nA/V (MβCD) vs -0.05 ± 0.04 nA/V (MβCD + CNQX), F (2, 15) = 35.1, p ≤ 0.05). 

     Con base en estos resultados se puede concluir que la perturbación de las balsas lipídicas 

producidas por la MβCD genera alteraciones en los componentes lentos mediados por el receptor 

NMDA y en los rápidos mediados por AMPA. Sin embargo, dado los cambios que produce la 

MβCD en la pendiente de activación, aunado a los cambios en la región de desactivación en las 

EPSCs y a los datos mostrados en el índice de rectificación se puede mencionar que el primer 

elemento que se ve afectado con la alteración de las balsas lipídicas es el componente rápido 

activado por AMPA.  

Figura 29. La MβCD acentúa la disminución de la corriente a potenciales de membrana 
negativos generada por CNQX. A) Curva I/V obtenida con 0 mM MgCl2 (Control), 2 mM MβCD y 2 
mM MβCD + 20 µM CNQX. B) Cambios en el índice de rectificación. Se grafican media ± EEM, n= 6 

*p ≤ 0.05. 
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Figura 30. La MβCD exalta la disminución de la eficiencia sináptica generada por CNQX A) 
Curva E/S obtenida con 0 mM MgCl2, 2 mM MβCD y 2 mM MβCD + 20µM CNQX B) Cambios en 

la pendiente. Se grafican los valores normalizados   ±EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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7.4. Modificación de la modulación dopaminérgica con la perturbación de las balsas 

lipídicas  
 

     Una vez identificado el efecto funcional que tienen los receptores D1 en los receptores 

NMDA, así como el efecto de la alteración de las balsas lipídicas en el receptor NMDA, se 

llevaron a cabo experimentos para determinar el efecto de la perturbación de las balsas lipídicas 

en la modulación dopaminérgica de estas sinapsis. 

     Se realizaron los registros de las EPSCs en condiciones control (20 µM CNQX), 20 µM 

SCH23390 y 2 mM MβCB + 20 µM SCH23390. Como se puede observar en la Figura 31, la 

aplicación del antagonista de D1 generó una disminución en la amplitud de la corriente, pero 

cuando se aplica SCH23390 a las rebanadas que se incubaron con MβCB esta disminución es 

menor en comparación con las no incubadas (-0.50 ± 0.1 nA (Control) vs -0.28 ± 0.05 nA (SCH) 

vs -0.39 ± 0.03 nA (SCH + MβCB), F (2, 15) = 23.52, p ≤ 0.05). Cambios similares ocurrieron con 

el parámetro de tau 2, siendo este más cercano al presentado en el control (80.4 ± 3 ms (Control) 

vs 73.1 ± 2.1 ms (SCH) vs 88.15 ± 4 ms (SCH + MβCB), F (2, 15) = 46.01, p ≤ 0.05).  

 

 

 

 

Figura 31. El efecto SCH23390 cambia con la perturbación de las balsas lipídicas A) 
Promedio de las EPSCs con 20 µM CNQX (Control), 2 mM MβCD y 2 mM MβCD + 20 µM 

SCH23390. B) Se grafican los valores normalizados ± EEM de los valores medidos, n= 6 *p ≤ 
0.05. 
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     La aplicación de SCH23390 generó una disminución en la corriente en cada potencial de 

membrana, en cambio cuando se aplicó el antagonista en las rebanadas incubadas con MβCD la 

disminución de la corriente fue menor (Figura 32). El índice de rectificación mostró una 

disminución de la participación de los receptores NMDA con la aplicación de SCH23390 en 

comparación al control, mientras que cuando es aplicado con MβCD la contribución de estos 

receptores aumenta, esto sugerido por el aumento en el índice de rectificación en esta condición 

(-1.25 ± 0.03 (Control) vs -1.11 ± 0.01 (SCH) vs -1.22 ± 0.02 (SCH + MβCD) F (2, 15) = 47.37, p 

≤ 0.05). 

 

 

 

     De igual modo, se generaron cambios en las pendientes de las rectas ajustadas en la curva 

de E-S entre el control y SCH23390 (-0.06 ± 0.001 nA/V (Control) vs -0.04 ± 0.004 nA/V (SCH) 

vs -0.06 ± 0.002 nA/V (SCH + MβCD), F (2, 15) = 76.55, p ≤ 0.05), pero no entre el control y 

MβCD (Figura 33), lo que implicaría que los cambios en la eficiencia sináptica generados por la 

modulación del receptor dopaminérgico son menores cuando se encuentran perturbadas las balsas 

lipídicas.  

 

Figura 32. La aplicación de SCH23390 cuando las balsas lipídicas están perturbadas genera 
un aumento de la corriente substancialmente a potenciales de membrana positivos. A) Curva 
I/V obtenida con 20 µM CNQX (Control), 20 µM SCH23390 y 2 mM MβCD + 20 µM SCH23390 en 
cada potencial de membrana. B) Cambios en el índice de rectificación. Se grafican media ± EEM, 

n= 6 *p ≤ 0.05. 
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     Estos resultados sugieren que la perturbación de las balsas lipídicas impide la interacción 

entre los receptores dopaminérgicos y glutamatérgicos, por lo tanto, la modulación funcional que 

existe entre ellos. Un elemento que podría explicar el aumento en la corriente observada con 

MβCD y SCH23390 es CaMKII, proteína cinasa que tiene un papel importante en el aumento de 

la respuesta glutamatérgica vinculada a la modulación dopaminérgica (Leonard et al., 1999; Nai 

et al., 2010). 

     Para identificar si esta proteína cinasa tiene una influencia en los resultados previamente 

descritos, se utilizó CaMKII (281-309), un inhibidor de CaMKII cuya acción radica en bloquear la 

activación de Ca2+/calmodulina y el sitio activo de la enzima, treonina 286 (Thr286). 

     Se realizó el mismo procedimiento descrito anteriormente (SCH23390 y MβCD + 

SCH23390) y se añadió una tercera condición en la que se colocó 10 µM de CaMKII (281-309) en la 

pipeta de registro. En la Figura 34 se puede observar que la inhibición de CaMKII generó una 

disminución en tau 2 en comparación con 20 µM SCH23390 + 2 mM MβCD, tomando valores 

cercanos a los mostrados en la condición con solo SCH23390 (80.4 ± 3 ms (Control) vs 73.1 ± 

2.1 ms (SCH) vs 88.15 ± 4 ms (SCH + MβCD) vs 74.1 ± 2.3 ms (CaMKII (281-309)),  F (3, 20) = 

Figura 33. La aplicación de SCH23390 cuando las balsas lipídicas están perturbadas 
genera un aumento en la eficiencia sináptica. A) Curva E/S obtenida con 20µM CNQX, 

20µM SCH23390 y 2 mM MβCD + 20µM SCH23390 B) Cambios en la pendiente. Se grafican 
los valores normalizados   ±EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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41.71, p ≤ 0.05). Esto también ocurrió con la amplitud de la corriente (-0.50 ± 0.1 nA (Control) 

vs -0.28 ± 0.05 nA (SCH) vs -0.39 ± 0.03 nA (SCH + MβCD) vs -0.31 ± 0.02 nA (CaMKII(281-

309)), F (3, 20) = 24.20, p ≤ 0.05). 

 

 

  

 

     En la relación corriente-voltaje (Figura 35) se observó un resultado similar, el aumento de 

la corriente en cada potencial de membrana registrado en la condición con 2 mM MβCD 

disminuye con la administración de CaMKII (281-309), principalmente a potenciales despolarizantes, 

por lo que el índice de rectificación disminuyo significativamente tomando valores cercanos a los 

obtenidos en ausencia de MβCD (-1.25 ± 0.03 (Control) vs -1.11 ± 0.01 (SCH) vs -1.22 ± 0.02 

(SCH + MβCD) vs -1.13 ±  0.02 (CaMKII(281-309)),  F (3, 20) = 45.44, p ≤ 0.05). 

Figura 34. La CaMKII participa en los cambios en la modulación dopaminérgicas de las EPSCs 
con las balsas lipídicas perturbadas. A) Promedio de las EPSCs obtenidas con 2 mM MβCD, 20 

µM SCH23390 y 10 µM CaMKII (281-309). B) Se grafican los valores normalizados ± EEM de los 
valores medidos, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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     En términos de eficiencia sináptica (Figura 36), CaMKII (281-309) generó una disminución 

en el valor de la pendiente con respecto al valor de la condición con MβCD (-0.06 ± 0.001 

nA/V(Control) vs -0.04 ± 0.004 nA/V (SCH) vs -0.06 ± 0.002 nA/V (SCH + MβCD) vs -0.04 ±  

0.001 nA/V (CaMKII (281-309) ), F (3, 20) = 84.76, p ≤ 0.05), por lo que mostró una eficiencia 

sináptica similar a la observada con SCH23390, ya que no se encontraron diferencias 

significativas en sus pendientes de la curva entrada-salida.  

     Con base en los resultados obtenidos en estas condiciones, con los tres protocolos 

utilizados podemos mencionar que CaMKII sí participa en el aumento de la respuesta 

glutamatérgica cuando la MβCD perturba la interacción entre los receptores D1 y NMDA.  

Figura 35. La inhibición de CaMKII impide el aumento en el índice de rectificación generado 
por SCH23390 cuando las balsas lipídicas están perturbadas. A) Curva I/V obtenida con 2 mM 
MβCD, 20 µM SCH23390 y 10 µM CaMKII (281-309) en cada potencial de membrana. B) Cambios en el 

índice de rectificación. Se grafican media ± EEM, n= 6 *p ≤ 0.05. 
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Figura 36.  La inhibición de CaMKII genera una eficiencia sináptica similar a la observada con la 
aplicación de SCH23390 sin la depleción de las balsas lipídicas. A) Curva E/S obtenida con 2 mM MβCD, 20 
µM SCH23390 y 10 µM CaMKII (281-309). B) Cambios en la pendiente. Se grafican los valores normalizado   ±EEM, 

n= 6 *p ≤ 0.05. 
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8. Discusión 

 

     Las sinapsis glutamatérgicas en el hipocampo son importantes para procesos cognitivos 

como el aprendizaje y la memoria (Huang y Kandel, 1995). Uno de sus principales componentes 

son los receptores NMDA, los cuales participan en procesos de plasticidad sináptica y 

excitotoxicidad (Michaelis, 1998).  

     Debido a la importancia de estas sinapsis, se tuvo como primer objetivo dividir sus 

componentes con la finalidad de caracterizar los relacionados con los receptores NMDA. La 

caracterización que se obtuvo de estas sinapsis fue reproducible y coincidente con lo reportado en 

trabajos previos (Mayer y Westbrook, 1984; Randall et al., 1990). 

     Una de las peculiaridades más importantes de los receptores NMDA son sus patrones de 

rectificación que se deben al bloqueo generado por el Mg2+ de forma dependiente de voltaje 

(Adult, 1980; Nowak et al., 1984). Se pudo observar un cambio en estos patrones de rectificación 

conforme se reducía la concentración de MgCl2 de la solución externa, en especial a potenciales 

de membrana hiperpolarizantes. Siendo este resultado compatible con las características de los 

receptores NMDA descritas en otros trabajos (Randall et al., 1990). 

     La disminución de la participación del componente rápido de estas sinapsis, receptores 

AMPA, por medio de un antagonista selectivo (CNQX), nos permitió observar las características 

cinéticas lentas de las EPSCs propias de los receptores NMDA (Chen et al., 2008; Erreger et al., 

2007) como la disminución en la pendiente de activación, aumentos en la latencia al pico de la 

corriente y en el componente lento, tau 2, de la desactivación de la corriente. 

     Por otro lado, la curva corriente-voltaje y el índice de rectificación obtenidos en presencia 

del antagonista de AMPA, comprueba lo descrito en otros trabajos (Randall et al., 1990) en los 

que se muestra que CNQX tiene un efecto principalmente a potenciales hiperpolarizantes, ya que 

es en esta región donde predomina la actividad de los receptores AMPA.  

     Uno de los factores que modifican estas sinapsis son los cambios en el ambiente lipídico de 

la membrana como el colesterol de las balsas lipídicas que ocurre en procesos patológicos como 

la isquemia cerebral, el síndrome metabólico y en la demencia de tipo Alzheimer (Besshoh et al., 

2005; Morin et al., 2016).  Por esta razón, se identificaron los efectos de la perturbación de las 
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balsas lipídicas en las propiedades de las sinapsis glutamatérgicas y en particular de los 

receptores NMDA.  

     Un primer paso fue establecer la eficiencia del agente utilizado para perturbar las balsas 

lipídicas, la MβCD, en vista de que en el trabajo de Choi y colaboradores (2015) no encontraron 

cambios en el colesterol ni en marcadores de las balsas lipídicas con la incubación de neuronas 

hipocampales con 0.38 mM MβCD durante dos horas. La cuantificación del colesterol en la 

membrana plasmática realizada nos mostró que la MβCD sí tiene la capacidad de disminuir de 

forma dependiente de la concentración la cantidad de colesterol en la membrana.  La cantidad de 

MβCD utilizada por los autores reduce aproximadamente un 3% del colesterol de la membrana, 

esto explicaría el que no hayan encontrado cambios en el colesterol ni en los marcadores de las 

balsas lipídicas. Esta cuantificación del colesterol nos permitió determinar las dosis de MβCD a 

utilizar en los registros electrofisiológicos, teniendo la certeza de perturbar las balsas lipídicas a 

partir de eliminar su elemento principal, el colesterol. 

     Por otro lado, se ha reportado (Koudinov y Koudinova, 2005) que la disminución del 

colesterol de las balsas lipídicas afecta la respuesta sináptica por medio de mecanismos 

presinápticos. Sin embargo, el protocolo de facilitación por pulsos pareados en presencia de 

MCD no mostró un efecto a nivel presináptico, por lo que podemos considerar sus efectos a 

nivel postsináptico, principalmente en sus dos elementos, los receptores AMPA y NMDA.  

      Estudios previos que han utilizado la misma estrategia para estudiar el efecto de la 

perturbación de las balsas lipídicas en la respuesta glutamatérgica han sido más concluyentes 

sobre los efectos en los receptores AMPA (Frank et al., 2008; Hering et al., 2003; Hou et al., 

2008), mientras que los efectos sobre los receptores NMDA han resultado más contradictorios 

(Abulrob et al., 2005; Antonini et al., 2018; Frank et al., 2004). 

     Los cambios en las condiciones evaluadas en este trabajo nos permiten sugerir que ambos 

elementos (AMPA y NMDA) se ven afectados por la acción de la MβCD.  

    Por una parte, las curvas I-V realizadas con MβCD consistentemente mostraron una mayor 

disminución de la corriente a potenciales de membrana hiperpolarizantes, potenciales de 

membrana en los que la actividad de los receptores AMPA predomina (Randall et al., 1990). Así 

mismo, en presencia MβCD hay una disminución en la pendiente de activación, lo que muestra 

una disminución en la actividad de los receptores AMPA. Sin embargo, con MβCD se conservan 
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el resto de los componentes rápidos relacionados con este receptor, lo que se hace más evidente 

cuando se reduce su acción por medio de CNQX.  

     Respecto a los receptores NMDA y los componentes asociados a este, se generaron 

disminuciones en los tiempos de desactivación lentos, sin embargo, la aplicación de CNQX 

aumentó estos tiempos de desactivación en contraste con solo MβCD. Adicionalmente, cuando 

las rebanadas se incubaron con 2 mM de MβCD y se registraron en condiciones libres de MgCl2 

se generó un aumento en el pico de corriente máxima en comparación con el obtenido con 2 mM 

MβCD y 1 mM MgCl2. Esto muestra que la participación de los receptores NMDA se conserva 

aún con la perturbación de las balsas lipídicas.  

     Estos resultados muestran que los componentes activados por NMDA y AMPA se 

mantienen aún con la perturbación de las balsas lipídicas. Sin embargo, se encontraron una mayor 

cantidad de elementos que indican que el receptor afectado es el AMPA. En este sentido existe 

una concordancia con el trabajo de Hou y colaboradores (2008) en el que plantean que el primer 

elemento afectado son los receptores AMPA y posteriormente los receptores NMDA.  

     El siguiente objetivo fue determinar el efecto que ejerce la DA en las sinapsis 

glutamatérgicas del hipocampo. Se encontró que el antagonista selectivo de D1, disminuye la 

respuesta sináptica a través de disminuir la actividad de los receptores NMDA. Esto sugerido por 

los cambios en la constante de tiempo tau 2, lo cual implica que la desactivación de la corriente 

se volvió más rápida. Además, en la curva corriente-voltaje se generó una mayor reducción de la 

corriente a potenciales de membrana despolarizantes, región donde predomina la actividad de los 

receptores NMDA (Mayer y Westbrook, 1984). 

     Este resultado confirma lo reportado en otros trabajos en los que también han observado 

una disminución en la actividad de los receptores NMDA con el bloqueo de los receptores D1 por 

medio de antagonistas selectivos como SCH23390 (Frey et al., 1991; Hagena y Manahan-

Vaughan, 2016; Huang y Kandel, 1995: Papaleonidopoulos et al., 2018, Yan et al., 2000).  

     Algunos trabajos (Castro et al., 1999; Cui et al., 2006) han considerado que este resultado 

se debe a un efecto directo en el canal NMDA, al unirse al poro y generar un bloqueo 

dependiente de voltaje. Sin embargo, en los resultados de la curva corriente-voltaje obtenida en 

estas condiciones no se observó un cambio en la rectificación a potenciales negativos con la 

administración del antagonista (SCH23390), por lo que se puede descartar que el efecto 

observado se deba a un bloqueo directo en el canal, considerando que una característica de este 
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tipo de bloqueo es una rectificación a potenciales de membrana negativos observadas en una 

relación corriente-voltaje. Este resultado coincide con el estudio de Tong y colaboradores (2018) 

en el que tampoco encuentran que agonistas o antagonistas dopaminérgicos tengan un efecto 

directo en el canal de NMDA. 

     Otro elemento que ha sido implicado en la modulación ejercida por la DA en la sinapsis 

glutamatérgicas son los canales de calcio tipo L, debido a que se ha descrito que su actividad 

aumenta con la activación de los receptores D1 (Hernández-López et al., 1997; Surmeier et al., 

1995) y porque en condiciones en los que se bloquean estos canales el aumento en la respuesta 

glutamatérgica por la activación de D1 se reduce en neuronas del estriado (Cepeda et al., 1998; 

Surmeier et al., 1995) y en neuronas corticales (Gonzalez-Islas y Hablitz, 2003; Wang, 2001). 

     No obstante, cuando se bloquean estos canales no se elimina la modulación ejercida por la 

DA (Cepeda et al., 1998). Asimismo, en trabajos en los que se minimiza su contribución no se 

encuentra que la modulación dopaminérgica se afecte de manera importante, en otras palabras no 

parecieron tener un papel significativo en la mejora o disminución de las corrientes activadas por 

NMDA (Flores-Hernández et al., 2002; Liu et al., 2004).  Adicionalmente, esta modulación ha 

sido principalmente descrita en regiones no hipocampales como el estriado y la corteza. 

     Desde otro punto de vista, también se ha considerado que la modulación dopaminérgica 

genera cambios en la densidad de los receptores NMDA por medio de mecanismos de 

internalización dependiente de proteínas tirosinas cinasas (src) (Oh et al., 2006; Sala y Segal, 

2014; Tong et al., 2018). No obstante, la eliminación de Fyn, un miembro de las tirosinas cinasas,  

reduce la fosforilación basal de las tirosinas pero no la fosforilación basal de serinas de las 

subunidad NR1, NR2A y NR2B, por lo que no sería un mecanismo que participe exclusivamente 

en la modulación dopaminérgica (Dunah, 2004).  Esto propone cambios en el número de 

receptores NMDA en la membrana por acción de la DA, pero los resultados obtenidos en las 

curvas corriente-voltaje, particularmente los cambios en la pendiente reflejan cambios en la 

conductancia del canal más que un cambio en el número de receptores NMDA, lo que sería 

dependiente de serinas y no de tirosinas cinasas.  

     Otra posible explicación para este resultado se basa en interacciones directas proteína a 

proteína entre estos receptores. Se ha propuesto que la disminución de la actividad de los 

receptores D1, por medio de antagonistas, favorece la interacción que mantiene a partir de su 

región T2 con la región carboxilo terminal C1 de la subunidad NR1 (Lee et al., 2002). Esto 
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impediría que factores como CaMKII actúen sobre la subunidad NR1, ya que se uniría al mismo 

sitio ocupado por la región de T2 del receptor D1, lo que provocaría reducciones en la actividad 

de los receptores NMDA (Nai et al., 2010). Tomando en cuenta este mecanismo propuesto y los 

resultados obtenidos en este trabajo, se propone un modelo sobre el efecto de antagonistas 

selectivos de D1 como SCH23390 en la respuesta glutamatérgica en el hipocampo (Figura 37). 

 

 

 

   

 

 

 

 

Figura 37. Efecto de los antagonistas de D1 sobre la actividad del receptor NMDA.  

A) El receptor NMDA tienen una actividad basal. En este nivel de actividad los receptores NMDA se 
encuentran separados de los receptores D1. 

B) Cuando la actividad del receptor NMDA aumenta los receptores D1 se unen a través de su región 
T2 a la región C1 de la cola carboxilo terminal de la subunidad NR1. Esto funciona como un freno a 
la actividad de NMDA, lo que impide que se produzca exitotoxicidad. 

C) Cuando ocurre un incremento simultáneo en la actividad del receptor NMDA y de D1 se produce 
una separación entre las unidades enlazadas. Esto permite que factores como CaMKII fosforile a la 
subunidad NR1 y se produzca un incremento en la actividad del receptor NMDA. 

D) La aplicación de un antagonista como SCH23390 impide que se produzca la separación de los 
receptores, lo que genera una disminución de la respuesta del receptor NMDA. Modificado de Lee 
et al., 2002 y Nai et al., 2010. 
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    Considerando que esta modulación dopaminérgica ocurre por medio de interacciones 

directas, se determinó el papel de las balsas lipídicas en estas interacciones en el hipocampo. En 

estas condiciones se observó que la depleción de las balsas lipídicas, en presencia del antagonista 

selectivo de D1, aumenta la respuesta glutamatérgica en los tres protocolos utilizados.  

     Debido a que estos experimentos se llevaron a cabo en ausencia del componente rápido se 

pudo determinar que el aumento de la respuesta se debía a cambios en el receptor NMDA. Esto 

se observó principalmente por los cambios en la constante de tiempo tau 2, la cual regresó a 

valores cercanos al control tras haber disminuido con la aplicación de SCH23390. Asimismo, el 

aumento en el índice de rectificación mostró una mayor participación de los receptores NMDA 

con la aplicación de MCD. Por lo que los cambios en la eficiencia sináptica encontrados podrían 

deberse a estos cambios en el receptor NMDA.  

     De acuerdo con trabajos previos (Lee et al., 2002; Nai et al., 2010) este resultado podría 

deberse a que la depleción de las balsas lipídicas impide la interacción entre los receptores 

NMDA y D1, de forma similar a como lo haría un agonista dopaminérgico, el cual promueve la 

separación de este complejo heteroreceptor (Lee et al., 2002). Esta separación favorecería que 

elementos como CaMKII actúen sobre la subunidad NR1 del receptor NMDA y se genere un 

aumento en su respuesta sináptica (Nai et al., 2010). 

     Es importante destacar que no se observó un aumento en la respuesta sináptica semejante al 

control, debido a que la perturbación de las balsas lipídicas podría estar afectando más 

componentes y no solo al complejo heteroreceptor, ya que incluso en estas condiciones se 

observa una disminución en la corriente. 

     Considerando que estos trabajos proponen a CaMKII como uno de los factores 

involucrados en el aumento de la respuesta glutamatérgica tras la separación del complejo, se 

realizaron experimentos para comprobar la participación de esta proteína cinasa en estas 

condiciones.  Se encontró que la eliminación de esta proteína cinasa por medio de CaMKII (281-

309) generó una reducción en el aumento de la respuesta del receptor NMDA tras haberse 

producido la depleción de las balsas lipídicas con MCD en presencia de SCH23390.  

     Con lo que podemos sugerir que CaMKII participa en el aumento de la respuesta de 

NMDA tras su separación del receptor D1 generada por la perturbación del ambiente lipídico en 
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el que se encuentran. Resultados similares se obtuvieron generando la separación del complejo 

heteroreceptor por medio de agonistas dopaminérgicos (Nai et al., 2010).  

     Es importante señalar que no se encontró que CaMKII (281-309) limitara por completo el 

aumento de la respuesta del receptor NMDA, lo que muestra que la perturbación de las balsas 

lipídicas afecta a más elementos y no solo al complejo NMDA-D1. Además, existe la posibilidad 

de que otros factores como DARPP-32 y proteínas tirosinas cinasas participen en esta 

modulación.  

     Los resultados de este trabajo muestran que la perturbación del ambiente lipídico de la 

membrana, como el colesterol de las balsas lipídicas, reduce la modulación que genera la DA por 

medio de interacciones directas entre su receptor de tipo D1 y el receptor NMDA. Esto podría ser 

un mecanismo que contribuya al deterioro cognitivo en patologías como el síndrome metabólico 

y la demencia de tipo Alzheimer puesto que la reducción de esta modulación podría llevar a la 

célula a procesos de excitotoxicidad debido al aumento incontrolado en la actividad del receptor 

NMDA.  

    A manera de resumen y a la luz de los resultados obtenidos en estos experimentos se propone 

el siguiente modelo (Figura 38).   

 

Figura 38. Efecto de la MβCD en la modulación dopaminérgica A) El antagonista dopaminérgico 
(SCH23390) favorece la unión entre los receptores D1 y NMDA. Esto impide la fosforilación de la subunidad 

NR1 por medio de CaMKII, lo que produce una disminución de la actividad del receptor NMDA. B) La 
perturbación de las balsas lipídicas por medio de la MβCD limita la interacción entre los receptores, lo que 

permite que la CaMKII actúe sobre el receptor NMDA y se genere un aumento en su actividad.  
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9. Conclusión   

 

     La disminución de la actividad de los receptores D1 favorece la unión entre los receptores D1 y 

NMDA, lo que impide la fosforilación de la subunidad NR1 por medio de CaMKII, generando 

una disminución de la actividad del receptor NDMA. Por otro lado, la perturbación de las balsas 

lipídicas por medio de MβCD limita la interacción entre estos receptores, lo cual permite que 

CaMKII actué sobre el receptor NMDA y se genere un aumento en su actividad. 
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