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Resumen

La actividad del receptor de glutamato N-Metil-D-Aspartato (NMDAR) se encuentra estrechamente
relacionada con la plasticidad sinaptica y los procesos de aprendizaje y memoria. La
sobreactivacion del NMDAR desencadena la entrada y un incremento sostenido de la concentracion
del ion calcio a nivel neuronal, provocando, entre otros, un aumento de la excitabilidad, alteracion
del metabolismo, dafio y muerte neuronal, como se ha observado en patologias como esquizofrenia,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, epilepsia e Isquemia cerebral. En este trabajo
se propuso poner a punto las condiciones para evaluar el efecto del péptido sintético Pb53a derivado
de la toxina de la arafia Phoneutria boliviensis sobre la actividad del receptor NMDA en neuronas
hipocampales in vitro usando la técnica de Patch clamp. Los resultados muestran cultivos de

neuronas de hipocampo que permitieron obtener corrientes de calcio evocadas del receptor NMDA,
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asi como la evaluacion de la viabilidad celular de dichos cultivos en presencia del péptido Pb53a. El
péptido no genera un efecto significativo sobre la viabilidad de las neuronas por lo que se sugiere

que es seguro para las mediciones en torno a la actividad eléctrica de las neuronas.

Abstract

The activity of the N-methyl-D-aspartate glutamate receptor (NMDAR) is closely related to
synaptic plasticity and learning and memory processes. Overactivation of NMDAR triggers the
entry and sustained increase of calcium ion concentration at neuronal level, causing, among others,
increased excitability, altered metabolism, neuronal damage and neuronal death, as observed in
pathologies such as schizophrenia, Alzheimer's disease, Parkinson's disease, epilepsy and cerebral
ischemia. In this work we proposed to set up the conditions to evaluate the effect of the synthetic
peptide Pb53a derived from the spider toxin Phoneutria boliviensis on NMDA receptor activity in
hippocampal neurons using the patch clamp technique. The results show hippocampal neuronal
cultures that yielded NMDA receptor-evoked calcium currents, as well as the assessment of cell
viability of these cultures in the presence of the Pb53a peptide. The peptide does not generate a
significant effect on neuronal viability, suggesting that it is safe for measurements of neuronal

electrical activity.

Keywords: Primary cultures, hippocampus, NMDA receptor, PB53a peptide, calcium,
electrophysiology.
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Introduccion

Los accidentes cerebrovasculares (ACV) son la segunda causa de muerte a nivel mundial, los cuales
pueden ser clasificados como isquémicos o hemorrdgicos. En el caso de los accidentes
cerebrovasculares de tipo isquémicos estos son ocasionados por el bloqueo del flujo sanguineo por
un trombo o codgulo de sangre que impide el flujo continuo de oxigeno, glucosa y demés nutrientes
generando un dafio y lisis neuronal; a su vez, los accidentes de tipo hemorragico se generan por la
ruptura de una arteria de pequefio didmetro produciendo una hemorragia (Puentes Madera, 1. C.
2014). El ACV de tipo isquémico es catalogado como la enfermedad neurologica que establece una
gran parte de incapacidad y acompafiamiento interinstitucional para la persona que la padece, y de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2019, murieron 6,2 millones de
personas a causa a los accidentes cerebrovasculares. La isquemia cerebral puede catalogarse como
el desarrollo fisiopatologico distinguido por la disfuncidon de una zona especifica cerebral y el
decrecimiento del flujo en una arteria concreta, ocasionando por déficits neuroldgicos transitorios o
en algunos casos permanentes (Prieto-Arribas, R et al., 2008). El avance de un proceso isquémico
en algunos casos puede conducir a la necrosis del tejido y a un infarto cerebral propiamente

(Prieto-Arribas, R et al., 2008).

Este dafio es promovido por la liberacion excesiva, a nivel presinaptico, de diversas moléculas
incluyendo el glutamato (Glu), el cual es un aminoacido que actia como neurotransmisor de
receptores glutamatérgicos, como es el caso del receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR), el cual se
encuentra situado en las membranas pre y postsindpticas de las neuronas y es uno de los receptores
ionotropicos de glutamato altamente permeable al i6n calcio (Ca®") (Prieto-Arribas, R et al., 2008;
Hassel, B et al., 2008). Una liberacion excesiva de glutamato puede generar excitotoxicidad, que
hace referencia a un proceso patoldégico mediante el cual las neuronas son afectadas a causa de la
sobre activaciéon del NMDAR el cual permite un influjo excesivo de Ca®" y por consiguiente un

incremento en las concentraciones de este i6n por encima de los niveles basales causando la
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activacion de rutas de muerte celular (Stefan Bleich et al., 2018). El NMDAR es un canal ionico,

activado por la union de glutamato, que presenta una serie de subunidades que lo hacen funcional;
subunidades GluN1, GluN2A y GluN2B. Durante la isquemia cerebral, aumenta la fosforilacion de
tirosinas y serinas en el carboxilo terminal de la subunidad GluN2B, permitiendo que la proteina
DAPKI1 interacttie fisica y funcionalmente con el aminoacido Ser 1303 de la subunidad GluN2B,
esta interaccion actua como un mediador central para la sobreactivacion del receptor y el dafio
excitotoxico (Tu et al., 2010). El aminoacido glutamato, es entonces responsable de diversas
funciones fisiologicas propias de la neurotransmision glutamatérgica como las transmision sindptica
y proceso de memoria y aprendizaje, pero también se encuentra modulando funciones
fisiopatologicas presentes en enfermedades neuroldgicas y/o psiquidtricas como sucede cuando

sobre activa el NMDAR (Stefan Bleich et al., 2003).

Un enfoque para tratar la isquemia cerebral por excitotoxicidad es mediante el uso de péptidos de
origen animal ya que el NMDAR es blanco de multiples sustancias quimicas empleadas como
mecanismos de defensa y caza por animales. Actualmente se intenta obtener compuestos
antagonistas del NMDAR que regulen el influjo excesivo de calcio durante la isquemia, sin que este

altere la comunicacion neuronal (Li 'V et al., 2016).

Los receptores neuronales como el NMDAR son blancos de multiples sustancias quimicas
secretadas y empleadas como mecanismo de defensa o caza por diferentes especies de animales
como las arafias, caracoles, serpientes, escorpiones, avispas, entre otros (Kotpal R.L et al., 2012).
Estas toxinas de origen animal se pueden clasificar en peptidicas y no-peptidicas, las primeras
siendo comunmente de secuencias entre 8 y 70 aminoacidos, que a su vez son primordialmente
sintetizadas en los conductos venosos de los animales; y las segundas, por su lado, estdn presentes
en organismos que acumulan alcaloides en su dieta siendo mayormente poliaminas (Bogin O et al.,
2005). En la actualidad las toxinas de origen animal estan siendo empleadas como farmacos ya que
poseen diferentes tipos de dianas en la superficie de la membrana neuronal con las que pueden

interaccionar, regulando la actividad de canales i6nicos y modificando la fisiologia neuronal. (Bogin
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O et al., 2005). Por tanto, las toxinas presentes en diferentes especies animales resultan importantes

para el desarrollo de fArmacos dirigidos a patologias neuronales.

Estrada-Gomez et al., 2015, en un estudio de caracterizacion del veneno de la arana colombiana
conocida como Phoneutria boliviensis, por medio de espectrometria de masas lograron hallar la
presencia de dos péptidos: Ctenitoxina-Pb48 y Ctenitoxina-Pb53, los cuales presentaban una
homologia con la secuencia de toxinas de la especie Phoneutria nigriventer que interactuan con el
NMDAR, por lo que se plantearon de manera preliminar que las toxinas Ctenitoxina-Pb48 y
Ctenitoxina-Pb53 podrian presentar algin efecto sobre el NMDAR (Estrada-Gomez et al., 2015;
Rajendra W et al., 2004; Rash LD et al., 2002). Sin embargo, la secuencia de los péptidos
Ctenitoxina-Pb48 y Ctenitoxina-Pb53 no fue elucidada completamente, por lo que Carvajal J y
Reyes-Guzmén propusieron una secuencia a partir de estudios in silico, especificamente la
secuencia CDLAMGNCICK para la Ctenitoxina-Pb48 y denominada como Pb48 y la secuencia
ESNFKIGMAIR para Ctenitoxina-Pb53 denominada Pb53a (Carvajal J y Reyes-Guzman, 2020).
Posteriormente, Bermtdez S y colaboradores realizaron un anélisis de la citotoxicidad del péptido
sintético Pb53a en la linea celular HEK293, en donde los resultados indicaron que dicho péptido no
tenia efecto significativo que afectara la viabilidad de la linea celular (Bemudez S, et al., 2021). Por
lo tanto, el péptido Pb53a resulta ser un candidato interesante para evaluar su efecto sobre la
actividad del NMDAR en modelos in vitro y especificamente en modelos que expresen las

subunidades GluN2B como lo son las neuronas hipocampales de rata.

Teniendo presente que hasta entonces no se dispone de un tratamiento efectivo para el dafio
neuronal a lo largo de un ACV donde la subunidad GluN2B del NMDAR esta involucrada
(Vyklicky V et al., 2014; MacDougall G et al., 2019) y al potencial de las toxinas de origen animal
como agentes farmacoldgicos especialmente de la especie Phoneutria boliviensis, en este estudio se
evalu6 el efecto del péptido Pb53a sobre la viabilidad celular de un cultivo primario de neuronas
hipocampales y la puesta a punto de condiciones para la medicion de la amplitud y cinética de

corrientes de calcio evocadas por el NMDAR.
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Materiales y Métodos

1.1.  Cultivo primario de neuronas hipocampales

Para la estandarizacion de los cultivos primarios de neuronas hipocampales se usaron neonatos de
rata Wistar. El procedimiento de extraccion y el cultivo se realizd de acuerdo con lo reportado por
Longart et al., 2004 y Beaudoin III et al., 2012 y a las modificaciones de Reyes Guzman, E. A et
al., 2017, teniendo presente los lineamientos y en correspondencia con el aval del comité de ética

de la Universidad Antonio Narifio.

1.1.1. Extraccion de hipocampos

Por cada cultivo se usaron 4 neonatos (recién nacidos o de maximo 1 dia desde el nacimiento)
con un peso promedio de entre 6-7 g. Los neonatos se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia. Los neonatos fueron
sacrificados por decapitacion (Close B. et al., 1997). Posteriormente se hizo la extraccion del
conjunto cerebro-cerebelo, se retiraron las meninges para acceder al hipocampo y se removieron
los hipocampos de cada hemisferio, los cuales se colectaron en un tubo Falcon de 15 mL con 2
mL de medio de diseccion frio (DPBS, 1X, (Buffer fosfato salino Dulbecco, libre de calcio y
magnesio, Gibco) en presencia de Penicilina/Estreptomicina (Gibco)) al 1% de (Reyes

Guzman, E. A et al., 2017).

1.1.2. Disociacion y cultivo de las células hipocampales

Se realiz6 la disociacion enzimatica de los hipocampos obtenidos con 300 pL de tripsina 0.25%
(Gibco) a 37°C por 15 minutos con rotacion constante. Seguido a esto se realiz6 la inhibicion de
la tripsina adicionando 5 mL de medio Neurobasal completo (Medio Neurobasal (Gibco)
suplementado con 2% de B27 (Gibco), 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco) y 0.5 mM de

Glutamax (Gibco)) (Reyes Guzman, E. A et al., 2017). Luego se hicieron dos lavados, cada uno
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con 3 mL de medio neurobasal completo. Los hipocampos se disociaron mecanicamente en este

volumen final, usando pipetas Pasteur de vidrio cuyas puntas fueron previamente pulidas al
fuego. La suspension celular obtenida después de la disociacion se pas6 por un filtro de 70 pm
(Cell Srainer, BD Falcon) para separar el tejido no disociado. Consecutivamente se realizé el
conteo celular y se determind la viabilidad celular usando el método de azul de tripano. Las
células fueron sembradas a una densidad de 20.000-30.000 células por pozo (380.000
células/mL) en laminillas circulares de 12 mm para posterior experimento de electrofisiologia.
Previamente las laminillas fueron recubiertas con una mezcla de Poli-D-lisina (37.5 pg/ml,
Sigma-Aldrich) y Laminina (2.5 pg/ml, Invitrogen) y fueron mantenidas placas de 24 pozos.
Finalmente los cultivos se mantuvieron a 37°C, 95% de humedad, 5% de CO, haciendo cambios

de la mitad del medio de cultivo cada dia de por medio (Reyes Guzman, E. A et al., 2017).

1.2.  Registro de corrientes ionicas de calcio a través del NMDAR

1.2.1. Composicion de las soluciones de registro

El NMDAR ionotrépico cominmente presenta una alta permeabilidad al ion Calcio, la cual es
bloqueada por el ion Magnesio, por lo tanto, se omiti6 la presencia del magnesio durante los
registros electrofisiologicos para prevenir el bloqueo voltaje dependiente del paso del ion calcio
a través del NMDAR (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). Durante el registro de las
corrientes de calcio las neuronas fueron conservadas en medios salinos: intracelular (110 mM
Cs-gluconato, 20 mM CsCl, 10 mM Hepes, 10 mM EGTA, 4 mM Mg-ATP, 0.4 mM Na-GTP,
pH 7.3, ajustado con CsOH) y extracelular (140 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 2.0 mM CacCl,, 10 mM
Hepes, 10 mM D-glucosa, pH 7.4, Huang ef al., 2010). A la solucion extracelular, se le adicion6
1 uM Tetrodotoxina (Sigma) para bloquear la actividad de canales de Na" dependientes de
voltaje; 20 uM CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione, Sigma) para eliminar la actividad
de los receptores glutamatérgicos AMPA y Kainato; asi mismo, se adicion6 50 uM Bicuculina

(Sigma) junto con 100 pM Picrotoxina (Sigma) para eliminar las corrientes de cloruro
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inhibitorias de los receptores GABAA, y 1 uM Estricnina para inhibir la actividad de los canales

de glicina (Reyes Guzman, E. A et al., 2017).

1.2.2. Registros electrofisiologicos

Los estudios electrofisiologicos se realizaron en cultivos de neuronas de hipocampo de neonatos
de rata entre 1-28 dias in vitro (DIV) empleando la configuracion de célula entera, en modo
voltage clamp (voltaje sostenido), de la técnica Patch clamp (Hamill ez al., 1981; Sackmann y
Neher., 1983) y pipetas de registro de 2-4 MQ de resistencia, una vez llenadas con la solucion
intracelular. Las corrientes idnicas de calcio se registraron en el soma de neuronas de hipocampo
a través de un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Los
pulsos de voltaje y las corrientes idnicas registradas se digitalizaron por una interfase
analogico-digital, Digidata 1550B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Las sefiales de
corriente registradas fueron filtradas y almacenadas en una computadora compatible IBM. Para
la generacion de los estimulos/pulsos de voltaje, registros de corriente ionica y andlisis de
resultados se utilizo el paquete de software electrofisiologico Pclampl10 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). Los registros en configuracion de célula entera se digitalizaron a 20 kHz

y fueron filtrados a 1 kHz. Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

1.2.3. Amplitud y Cinética de corrientes de calcio activadas por NMDA

Una vez obtenido el sello de alta resistencia eléctrica (> 1 GQ) en el soma de la neurona, se
hiperpolariz6 la membrana a -60 mV accediendo a la configuraciéon de célula entera.
Seguidamente, se registraron las corrientes de calcio evocadas por la presencia de agonistas
(NMDA. Sigma) y co-agonistas (Glicina. Sigma) del NMDAR-ionotropico (5 segundos de
interaccion). La aplicaciéon de estas sustancias se hizo mediante un sistema de perfusion

(Perfusion pencil).
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1.3. Medicion de la viabilidad celular por ensayo MTT

Se realizé un ensayo de viabilidad celular usando el método MTT de neuronas de hipocampo de
rata neonatal en presencia de 5 concentraciones del péptido Pb53a. Las neuronas previamente
fueron sembradas en placa de 24 pozos a una densidad de 26.600 cé€lulas/pozo. Las neuronas se
mantuvieron en incubadora a 37 °C, 5% CO, en atmdsfera himeda durante 8 dias in vitro (DIV 8)
con medio de cultivo neurobasal suplementado con B27 y antibitticos, el volumen de medio
durante el ensayo fue de 300 puL por pozo. El disefio del ensayo incluy6 la exposicion de las
neuronas al péptido Pb53a en concentraciones de 200, 100, 50, 25 y 12.5 uM (diluciones
seriadas). Como control negativo se dejaron neuronas sin aplicacion de péptidos. Como control
positivo o de muerte celular se dejaron neuronas expuestas a etanol al 70% durante 2 minutos y
como blanco se dejaron pozos sin neuronas y solo medio de cultivo. En todos los estimulos se
realizé triplicado con las mismas concentraciones en la misma placa. La placa fue incubada
durante 24 horas a 37 °C, 5% CO, en atmosfera hiimeda. Transcurridas las 24 horas de interaccion
se adicionaron 30 puL. de MTT (5 mg/mL en PBS) por cada pozo y se incubaron durante 4 horas a
37 °C y 5% CO, en atmosfera humeda. Seguidamente se retird el medio dejando los cristales de
formazan formados en cada pozo y se adicionaron 300 uL. de DMSO, se incub6 toda la noche a 37
°C, 5% CO, en atmoésfera huimeda. Una vez se evidencid la solubilizacion de los cristales de
formazan se determind la viabilidad celular con un lector de microplatos multimodal Modelo
FLUOstar Omega a una longitud de onda de 570 nm (Vistica VT, et al., 1991). Los valores de
absorbancia fueron normalizados usando la féormula: Viabilidad (%) = (media OD de las células

tratadas)/(media OD de las células control) % 100.

1.4. Analisis estadistico de los resultados de viabilidad celular.

Los resultados de absorbancia y viabilidad celular se presentan como la media y el error estandar

de la media (mean £ SEM). La significancia estadistica se determindé mediante una prueba
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t-student pareada suponiendo varianzas desiguales cuando se compararon las diferentes

concentraciones del péptido Pb53a, respecto a los grupos control; y entre grupos control. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas so6lo cuando P<0.05. El andlisis
estadistico se realizé usando el mdédulo de andlisis de datos de Microsoft excel para mac version

16.59.

2.  Resultados y Discusion

2.1. Obtencion y mantenimiento del cultivo primario de neuronas hipocampales

- Extraccion y disociacion de hipocampos

Los cultivos primarios de neuronas hipocampales y de corteza de embriones de rata son modelos
que han contribuido significativamente en la investigacion cientifica en campos como la
neurobiologia y electrofisiologia. Es sin embargo un reto, para muchos laboratorios el poder
estandarizar cultivos primarios de neuronas que tengan las condiciones Optimas que permitan
obtener resultados ya sea de la excitabilidad eléctrica o de diferentes procesos intracelulares. Hay
reportes que indican que un ligero cambio en el medio y las condiciones del cultivo puede ser
responsables en la orientacion de numerosos aspectos como en la diferenciacion, el fenotipo
neuronal y la supervivencia (Sahu, M P. et al., 2019). En el caso de cultivos primarios de neuronas
hipocampales de embriones de rata (E18), se pueden diferenciar desde los primeros dias in vitro,
neuronas con axones, dendritas, espinas dendriticas, sinapsis claramente separables y como lo
reporta Reyes et al., 2017, son cultivos bastante sanos y resistentes incluso hasta 30 dias de

cultivo in vitro (30 DIV).

En caso de emplear neonatos para el cultivo primario es dptimo trabajarlos a partir del primer o
segundo dia como maximo de que estos hayan nacido puesto que si se dejan avanzar los dias de
nacimiento en los neonatos, se corre el riesgo de que las neuronas no logren adaptarse a las
condiciones in vitro, esto se debe en parte a que sus procesos neuronales estan relativamente

menos desarrollados en comparacion con los animales postnatales. Las meninges también estan



- dAN

Uni\fersidad —
Antonio Narino

mas adheridas al tejido en animales posnatales. Por lo tanto, los cultivos posnatales tienden a ser

menos robustos y tienen un menor rendimiento de células sanas viables en comparacion con las
neuronas hipocampales de rata embrionaria (Beaudoin III et al., 2012). A pesar de que son 3-5
dias de diferencia entre los embriones y los neonatos se puede apreciar un cambio significativo en
el tamafio de estos y de igual modo en el desarrollo neuronal, por tal motivo, las neuronas de los

neonatos tienden a ser menos viables en comparacion a las neuronas embrionarias.

En este estudio, sin embargo, a diferencia de protocolos previos en los que se usan embriones
(E18) (Beaudoin III et al., 2012; Reyes-Guzman, est al., 2017), se realizaron cultivos primarios de
neuronas hipocampales usando neonatos de rata Wistar (Figura 1A). Posteriormente a la
decapitacion de cada neonato se obtuvieron los cerebros como se pueden apreciar en la (Figura 1B
y C) de los cuales a su vez se obtuvieron los 2 hipocampos por cada cerebro (Figura 1D y E), en
donde se puede ver la forma caracteristica de caballito de mar o tipo c, la extraccion de los
hipocampos fue minuciosa para separar la corteza del hipocampo (Figura 1F), con lo cual se

garantizé que los cultivos fueran principalmente de células hipocampales.

=

Figura 1. Extraccion de hipocampos a partir del cerebro de rata neonatal. A) Neonato de rata Wistar (posnatal P0). B)
Exposicion del cerebro de la rata durante la extraccion. Se observa en la parte superior la mitad del craneo muy bien
formado. C) Cerebro del neonato una vez se ha extraido, se puede apreciar las meninges por la vascularizacion, cada
uno de los hemisferios y el cerebelo. D y E) Conjunto de hipocampos extraidos. F) Hipocampo aislado, se aprecia la

forma caracteristica, con minimo tejido cortical y libre de meninges.
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- Cultivo de neuronas hipocampales

A partir de la disociacion de los hipocampos se logro obtener un cultivo primario de neuronas las
cuales se adhirieron de forma exitosa sobre las laminillas circulares gracias a la matriz de PDL y
laminina, esto es importante ya que para ensayos de Patch clamp, las neuronas deben trasladarse a
la camara de registro. La poblacion neuronal por laminilla se estim6 entre 20.000 y 30.000
células, lo que indica una poblacion celular adecuada (Figura 2) con neuronas lo suficientemente
aisladas unas de otras para evitar agrupamientos y lo suficiente para mantener interacciones

troficas y procesos de comunicacion intercelular, las dos condiciones anteriores resultan

adecuadas para el registro de corrientes de calcio empleando la técnica de patch clamp.

Figura 2. Cultivo primario de neuronas hipocampales. A) Neuronas al tercer dia in vitro (DIV 3), se puede diferenciar
claramente el soma y diferentes prolongaciones (axones y dendritas). Magnificacion 20X. B) y C) Neuronas al DIV
10, se observa mayor niimero de ramificaciones y algo de debris celular producto de células que no sobrevivieron
debido al estrés de condiciones asociadas al mantenimiento del cultivo. Magnificacion 20X y 40X respectivamente.

Barra 20 um.

Por otro lado, dependiendo de si se usa suero (suero fetal bovino, SFB) o no, el tener cultivos mas
puros en relacion al contenido de neuronas y células gliales presentes puede ser critico

dependiendo de los andlisis que se vayan a realizar. El suero favorece la diferenciacion neuronal y
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supervivencia gracias a la proliferacion de las células gliales, cabe recalcar que estas células

proporcionan un soporte primordial a las neuronas que estan siendo cultivadas (Sahu, M P. et al.,

2019).

Para ensayos de electrofisiologia con la técnica Patch clamp es mas favorable tener cultivos de
neuronas libres de glia, ya que la glia puede cubrir la superficie de las neuronas y de esa manera
impedir que se logre el contacto eléctrico entre el electrodo de registro y la membrana celular de

las neuronas.

Los diversos cultivos realizados a lo largo del proyecto presentaron alta pureza, en donde la
presencia de la glia fue minima, esto debido al suplemento B27, el cual no solo aporta factores de
crecimiento al cultivo, sino que también se encarga de promover el crecimiento de neuronas y no
de otras células como lo es la glia. Si bien no se usaron marcadores especificos para identificar los
tipos celulares presentes en el cultivo como NeuN (neuronas) y GFAP (células gliales), la
presencia del suplemento B27 garantiz6 el tener cultivos con minima presencia de células gliales
(se estima de 4%) como lo reportan en varios estudios que usan B27 (Sahu, M P. et al., 2019;

Seibenhener y Wooten., 2012; Kaech y Banker., 2006; Brewer et al., 1993).

De este modo, se lograron obtener cultivos viables que se mantuvieron a lo largo de 28 dias in
vitro sin que presentaran ningun tipo de contaminacion lo cual resultd6 como una evolucion
interesante, debido a que este tipo de cultivos primarios requieren de un enorme cuidado. Hubo
condiciones asociadas al mantenimiento de las neuronas que en algunos casos generaron estrés
celular (Figura 3A), por ejemplo, problemas con la inyeccion de CO, de las incubadoras y el
porcentaje de humedad dificultaron tener cultivos en las mejores condiciones. En general, se pudo
distinguir dos tipos de morfologias de las neuronas, por un lado, neuronas de tipo fusiforme o
neuronas de Von Economo (VEN o spindle en inglés) que corresponden a neuronas de proyeccion
especializadas que se caracterizan por un soma en forma de huso con dendritas basales y apicales

gruesas (Raghanti et al., 2017) (Figura 3B y 3C) y por otro lado, neuronas de tipo piramidal; que
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tipicamente tienen un soma con forma de lagrima o piramide redondeada, también tienden a tener

dendritas que emergen del extremo puntiaguda del soma (dendritas apicales) y un grupo de
dendritas mas cortas que emergen del extremo redondeado (dendritas basales) (Spruton, N., 2018)

como se observa en la figura 3A 'y 3C.

Figura 3. Morfologia de las neuronas hipocampales al dia 28 in vitro (DIV 28). Se observan neuronas en condiciones
no viables como debris y agrupamiento (flecha roja, paneles A y B) y neuronas viables con morfologia fusiforme o en
huso (flechas negras, paneles B y C) y neuronas viables piramidales (flechas verdes, paneles A y C). Magnificacion

20X y barra 20 pm.

- Presencia del NMDAR en neuronas hipocampales

La activacion del NMDAR a nivel hipocampal se cataloga como uno de los procesos moleculares
criticos para la formacioén de la memoria espacial, por lo cual la sinapsis madura del hipocampo
radica predominantemente en las subunidades GluN1/GluN2A y GluN1/GIluN2B (Gao, C et al.,
2010). Tanto las subunidades GIuN2A como la GluN2B se encuentran implicadas en procesos de
la formacion de la memoria. Mientras que los antagonistas en general del NMDAR e incluso los
antagonistas especificos de la subunidad GIuN2A afectan significativamente la formacion de
basicamente todo tipo de memoria en numerosas superficies del cerebro, los ensayos de
comportamiento que manipulan el grado o la actividad de la subunidad GluN2B presentan efectos
complejos (Gao, C et al., 2010). En cuanto a la subunidad GluN2B esta se encuentra implicada en

la formacién de la memoria a largo plazo y por tanto se ha encontrado que la sobreexpresion a



- AN

Universidad
Antonio Narino

nivel hipocampal de dicha subunidad fortalece enormemente el desempefio en diferentes labores

de aprendizaje (Gao, C et al., 2010). La subunidad GIuN2B también se ha relacionado con
procesos neuropatoléogicos como la isquemia cerebral (Tang et al., 2018), por tanto el tener
cultivos de neuronas de hipocampo donde se garantice la presencia de la subunidad GluN2B es

importante en el marco del contexto del presente trabajo de grado y los otros trabajos articulados.

2.2. Puesta a punto de condiciones para caracterizar electrofisiolégicamente las corrientes

de entrada de calcio a través del NMDAR.

Para la caracterizacion electrofisiologica de las corrientes de entrada de calcio a través del
NMDAR se emple¢ la técnica de fijacion en parche de membrana o como se conoce de forma mas
extendida “Patch clamp”. Esta técnica es una herramienta electrofisiologica versatil para
comprender el comportamiento de los canales i6nicos como es el caso del NMDAR en presencia
de agentes que pueden o bien activar (agonistas) o bloquear su actividad (antagonistas o
bloqueadores). Una variante del Patch-clamp es la técnica Whole cell en modo Voltage Clamp (O
pinza de voltaje de célula completa) en esta técnica se usa una micropipeta de vidrio que forma un
sello hermético de gigaohmios (GQ) con la membrana celular. Esta micropipeta contiene un
electrodo bafiado en una solucion electrolitica que permite la conduccion de iones. Mientras el
microelectrodo estd sellado a la membrana celular (cell attached), el parche o sello puede
romperse dando al electrodo acceso eléctrico a toda la célula (whole cell), lo que permite controlar
el voltaje transmembrana y evaluar el paso de iones a través de los canales i6nicos presentes en la
membrana celular, lo que vendria siendo la suma de todas las corrientes idnicas (Kornreich BG.,

2007).

Esta configuracion basicamente permite el acceso directo al citoplasma de la célula, de tal forma
que la solucién interna contenida en la pipeta automaticamente reemplaza el contenido del

citoplasma de la célula, por lo cual es de gran importancia que las concentraciones presentes en la



« JAN

Universidad
Antonio Narino

solucion interna correspondan a las concentraciones fisioldgicas para no estresar a las neuronas en

el momento de obtener esta configuracion de whole cell.

El Patch clamp aporta resultados valiosos sobre el comportamiento biofisico de las células
(registros electrofisiologicos), sin embargo, la técnica en si, presenta una serie de retos técnicos,
como el estandarizar las condiciones para hacer micropipetas de registro empleadas en dichos
registros. Las micropipetas deben tener resistencias especificas que permitan generar un contacto
adecuado con la membrana celular, asi, mediante el proceso de estandarizacion se logro la
obtencion de micropipetas de resistencia entre 2.5-4.0 MQ al ser llenadas con la solucion interna.
Micropipetas con valores de resistencia cercanos a los 3.5 MQ fueron las mas favorables para
lograr el sello de alta resistencia con la membrana de las neuronas. Otros retos técnicos en el
desarrollo del Patch clamp incluyen el controlar el ruido eléctrico y mecanico que puede afectar la

estabilidad del sello y la deteccion eficiente de las pequenas sefiales eléctricas de las neuronas.

Las células neuronales por su parte representan una de las condiciones mads criticas para la
obtencién de resultados, en este caso representados como registros electrofisiologicos. Si las
neuronas de hipocampo se mantienen en condiciones dptimas, sus procesos de funcionamiento
celular y morfologia en general permite tener membranas celulares bastante estables y aptas para
lograr los sellos de alta resistencia. Como se aprecia en la Figura 4A, a pesar de que las neuronas
se observan en buenas condiciones, la membrana de la neurona seleccionada para el registro
electrofisiologico no es estable al momento de realizar el acercamiento con la micropipeta, por lo
tanto, la célula se lisa y la membrana es succionada facilmente por la micropipeta. Lo anterior
indica que dicho cultivo fue sometido a algun tipo de estrés, en este caso las condiciones de
incubacion (problemas con la inyeccion de CO,) fueron criticas para tener neuronas en muy
buenas condiciones. Pero en neuronas viables (Figura 4B), se logro el sello de alta resistencia y
conseguir el acceso eléctrico a la célula. Sobre el dia 10 in vitro se logro realizar el mejor Patch

clamp, con una estabilidad del sello entre la membrana y la pipeta de cerca de 60 minutos.
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Figura 4. Estabilidad de la membrana celular de neuronas durante el sello de alta resistencia. A) Neurona lisada y
succionada por la punta de la micropipeta. B) Neurona spindle que permitié tener un sello de alta resistencia y

posteriormente el whole cell. En los dos casos se observa la sombra de la micropipeta.

Los resultados del registro electrofisioldgico de la neurona presentada en la figura 4B, muestran
corrientes de entrada de calcio a través del NMDAR (Figura 5). La presencia en la solucion
externa de una serie de bloqueadores para canales de calcio, sodio, cloro y otros canales
ionotrdpicos, garantizd tener sefiales (corrientes) que corresponden solamente al NMDAR, son
ademas, corrientes evocadas gracias a la aplicacion del agonista NMDA (250 uM) y co agonista
Glicina (50 uM), los cuales fueron aplicados solo una vez al inicio de cada registro. En la Figura
5, se muestran cuatro registros obtenidos de la misma célula, con variacion en la frecuencia de
aparicion de las sefiales o corrientes de cada registro claramente distinguibles en relacion a la linea
base. En el caso del primer registro solo hubo una corriente de entrada en 40 segundos de
grabacion (Figura 5A), un comportamiento similar se ve en el cuarto registro (Figura 5D). Por su
parte, el segundo registro muestra tres corrientes de entrada cada una sobre los 27 segundos
(Figura 5B) y el tercer registro muestra cuatro corrientes (Figura 5C), separadas entre si a los 18,
23 y 26 segundos. La frecuencia de las corrientes idnicas que se observan en los registros pueden
ser debidas a procesos de activacion, disociacion y desensibilizacion del NMDAR por la presencia

sostenida de NMDA/Glicina (Nahum-Levy et al., 2001; Chen et al., 2020). La desensibilizacion
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es una reduccion en la respuesta en presencia de un estimulo sostenido, por lo que el receptor no

permite el flujo i6nico a pesar de que la molécula agonista permanezca unida (Nahum-Levy ef al.,
2001). Todas las sefiales presentan cinéticas de apertura y cierre caracteristicas del NMDAR
(Paoletti et al., 20313), con aperturas de entre 1 y 2 segundos. La sefial con una cinética de cierre
mas lenta corresponde a la primera sefal del segundo registro (Figura 5C), todas las demas

sefiales presentaron cinéticas mas rapidas.

A NMDA + Glicina

50 pA‘

1s

NMDA + Glicina
100 pA ‘
2s
NMDA + Glicina
50 pA |_
1s

NMDA + Glicina

50 pA|

1s

Figura 5. Corrientes de calcio evocadas del NMDAR. A) Primer registro en el que se observa solo una sefial. B)
Segundo registro. Se observan tres sefiales con una escala temporal similar entre ellas. C) Tercer registro, en donde se
aprecia claramente tres sefiales y una cuarta de muy baja amplitud. D) Cuarto registro, se observa una sola sefial. A
los 30 segundos de inicio de cada registro se realiz6 una aplicacion de NMDA y Glicina para lograr la activacion del

canal.
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En relacion a la amplitud de las corrientes obtenidas, se observa en todos los casos que no superan

los 100 pA, en la figura 6, se puede apreciar que el segundo registro presentd corrientes por
encima de los 90 pA con amplitudes sostenidas a lo largo del registro. Una tendencia diferente se
observa en el tercer registro donde las amplitudes decrecen junto con el tiempo de aparicion de la
respuesta, este comportamiento puede estar asociado al proceso de desensibilizacion comentado
anteriormente. Es interesante el tiempo de recuperacion de la neurona para la activacion de la

sefial, como se observa en el cuarto registro donde la amplitud maxima de la corriente llega a los

89.4 pA.

Amplitud maxima de las respuestas evocadas del NMDAR
Registro 1 Registro 2 Registro 3 Registro 4

Corriente (pA)
3

-100 +

-120

@ Primera respuesta W Segunda respuesta  [@Tercera respuesta [ Cuarta respuesta

Figura 6. Amplitud maxima de las corrientes de calcio evocadas del NMDAR. Se muestra el comportamiento de cada

registro electrofisiologico. Las corrientes se presentan de forma negativa debido a la adquisicion de la sefial o inward.

Todas las corrientes de calcio presentadas anteriormente serviran como controles para la

evaluacion del péptido Pb53a.

Por otra parte, se realizé la puesta a punto de un sistema de perfusion (ALA Scientific Instruments
VC; 4), equipo que fue adquirido e implementado en el laboratorio de Potenciales extracelulares

para lograr una rapida y eficiente aplicacion de estimulos, lo que permitira hacer la evaluacion del
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efecto del péptido Pb53a sobre la actividad del NMDAR en neuronas hipocampales.

2.3. Medicion de la viabilidad celular de neuronas hipocampales en presencia del

péptido Pb53a.

El ensayo de MTT se utiliza para medir la actividad metabdlica celular como indicador de la
viabilidad, proliferacion y citotoxicidad celular. Este ensayo colorimétrico se basa en la reduccion
de una sal amarilla de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o
MTT) a cristales de formazan puarpura por células metabdlicamente activas (Riss ef al., 2013). Las
células viables contienen enzimas oxidorreductasa dependientes de NAD(P)H que reducen el
MTT a formazan. Los cristales de formazan insolubles se disuelven usando una soluciéon de
solubilizacion y la solucion coloreada resultante se cuantifica midiendo la absorbancia a 570 nm.
Cuanto mas oscura sea la solucion, mayor serd el numero de células metabdlicamente activas

viables.

Los resultados del ensayo de viabilidad celular a partir de las absorbancias y los datos
normalizados (Figura 7), indican que el péptido Pb53a en el rango de concentraciones 200-12.5
UM no tiene un efecto significativo sobre la viabilidad celular de las neuronas de hipocampo de
rata (DIV 8). Si bien en la figura 7A, se observa que en la concentracion de 50 uM hay una ligera
reduccion de la absorbancia en relacion con el control negativo, el analisis estadistico mediante la
prueba t indica que no hay diferencias significativas, como si ocurre entre el control positivo y el

control negativo.
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Figura 7. Efecto del péptido Pb53a sobre la viabilidad celular de neuronas hipocampales. A) Se representan los
valores de absorbancia a 570 nm para el control negativo (CN), concentraciones del péptido en el rango de 200-12.5
uM, Control Positivo (CP) y Blanco (B), el cual alcanza a absorber a 570 nm. B) Porcentaje de viabilidad celular. Los
valores de absorbancia fueron normalizados teniendo en cuenta al control negativo como el 100% de viabilidad

celular.

Los resultados de viabilidad celular en neuronas son congruentes con lo reportado por Bermudez
S y Reyes-Guzman en la linea celular HEK293, donde en el mismo rango de concentraciones el
péptido Pb53a no gener6 un impacto significativo sobre la viabilidad celular de la linea. Por tanto,
se puede considerar que el péptido Pb53a en las condiciones probadas es seguro y puede usarse en
la evaluacion electrofisiologica del NMDAR sin afectar la viabilidad de las neuronas mas alla de
las implicaciones inherentes al Patch Clamp y al posible efecto antagonista del péptido ya que es

derivado de una toxina de origen animal con blanco el NMDAR.
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Conclusiones

Se obtuvieron cultivos primarios de neuronas hipocampales de hasta 28 dias in vitro
(DIV 28), en los que se identificaron los principales tipos de neuronas (spindle y
piramidales) con un desarrollo morfolégico correspondiente a las etapas normales
reportadas para este tipo de células en cultivo.

Si bien las neuronas presentan buen aspecto al observarlas al microscopio como
birrefrigencia, membrana lisa y libres de contaminacion, son altamente sensibles a
ligeros cambios en las condiciones de mantenimiento y por consiguiente generando
limitaciones al momento de obtener registro electrofisiologicos.

Se logré obtener corrientes evocadas del receptor NMDA en configuracion cell
attached y whole cell con amplitudes cercanas a los 100 pA, estas corrientes serviran
como controles para la evaluacion del efecto del péptido Pb53a sobre la actividad del
receptor.

Se espera mejorar las condiciones en el mantenimiento de los cultivos primarios para
lograr sellos de alta resistencia mas estables y por consiguiente mejoras en la deteccion
de las sefiales electrofisioldgicas (amplitud y cinética).

El péptido Pb53a en el rango de concentraciones 200-12.5 uM no tiene un efecto
significativo sobre la viabilidad celular de las neuronas de hipocampo de rata.

De acuerdo con los resultados de la viabilidad celular de las neuronas en presencia del
péptido Pb53a, se sugiere que este péptido es seguro para las mediciones en torno a la

actividad eléctrica de las neuronas.
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Recomendaciones

El trabajo experimental asociado a mediciones biofisicas usando electrofisiologia es altamente
demandante, asi como el uso en el 4area bioldgica de cultivos celulares que pueden ser
afectados por varios factores, lo anterior genera retrasos en los procesos de investigacion. En el
contexto del presente trabajo de grado se ha tenido varios retratos, sin embargo, se tiene la
expectativa de poder presentar registros electrofisioldgicos del NMDA en presencia del

péptido Pb53a por lo que se continuara con la investigacion.
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