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Resumen.

Dos de los medios principales para la adaptacion y supervivencia de los animales son el
aprendizaje y la memoria; el hecho de adquirir cierta informacion para utilizarla
posteriormente en nuestro favor ha contribuido en gran medida a nuestra supervivencia y
por ende ha ayudado a nuestra evolucién. El aprendizaje puede ser definido desde un
estricto sentido fisiolégico como el proceso mediante el cual el SNC sufre cambios debido
a la experiencia y estos cambios se manifiestan en el comportamiento de los organismos; de
la misma manera la memoria puede ser definida como la capacidad de almacenar la
informacién que se obtuvo durante el aprendizaje y esto nos ayuda a evocar dicha
informacidén en momentos adecuados. Se ha observado que el proceso del aprendizaje y la
memoria estan relacionados con una eficiente sinapsis neuronal, la cual a su vez se puede
relacionar con una correcta maduracion de las espinas dendriticas, éstas se forman en las
primeras etapas del desarrollo poco después de los procesos dendriticos de las neuronas,
donde se ha visto que los receptores a glutamato tienen una funcién importante. Por dicha
razén se evaluaron los efectos a largo plazo de una administracion crénica de 3 antagonistas
especificos a estos receptores: 1) D-AP5 (Acido D-(-)-2-amino-5-fosfonopentandico),
antagonista a los receptores NMDA (acido N-metil-D-aspartico); 2) GYKI 53655 (1-(4-
aminofenil)-3-metilcarbamil-4-metil-3,4-dihidro-7,8-metilenedioxi-5H-2,3-benzodiazepina
hidroclorada), antagonista a los receptores AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propidnico); y 3) UBP-302 ((S)-1-(2-amino-2-carboxietil)-3-(2-carboxibenzil)-
pirimidina-2,4-diona), antagonista a los receptores KA  (4cido  kainico).

Observandose cambios conductuales en la prueba NOR (Novel Object Recognition) de
los animales tratados con cada uno de los antagonistas; la administracion de los
antagonistas disminuye el indice de discriminacion tanto al primer como al segundo objeto
novedoso, demostrandose asi que existen alteraciones del proceso de aprendizaje vy
memoria en estos animales. De la misma manera se observaron cambios en las espinas
dendriticas a nivel morfoldgico y de su densidad, obteniéndose en general una disminucion
de la densidad total de espinas y en los tres casos un incremento de las espinas inmaduras
(espinas delgadas) y una disminucion de las espinas maduras (espinas de hongo y
bifurcadas). Asi también se evalud la inmunorreactividad del GFAP, actina y sinaptofisina
(proteinas relacionadas con la activacién de los astrocitos, la modificacion estructural del
citoesqueleto y la liberacion del neurotransmisor, respectivamente), obteniendo que la
administracion cronica de los antagonistas a los receptores a glutamato de tipo ionotropicos
no indujo la activacién de los astrocitos y en cambio disminuyo la expresion de la actina y
la sinaptofisina, lo que puede correlacionarse con las alteraciones que se presentaron en la
densidad y en los tipos de espinas dendriticas, asi como en la prueba conductual.
Concluyendo que la administracion cronica de estos antagonistas impide la correcta
maduracion de las espinas dendriticas del hipocampo dorsal, altera la expresion de actina y
sinaptofisina, evitando asi una eficiente sinapsis en este ndcleo y alterando por lo tanto los
procesos de aprendizaje y memoria.



1. Introduccién

La supervivencia del mas fuerte ha sido el mecanismo por el cual se rige la vida en la
naturaleza (seleccion natural), y es que ser el mas “fuerte” no habla de resistencia fisica,
sino de la capacidad que deben tener los organismos para sobrevivir al ambiente que los
rodea (por mas hostil que este sea), ésta capacidad es lo que se conoce como adaptacion. La
adaptacion le confiere a un organismo mostrar una caracteristica determinada, la cual a su
vez incrementa las posibilidades de supervivencia de dicho organismo.

Una caracteristica muy sobresaliente de este tipo, que ha permitido la adaptacion y por
ende la supervivencia de los animales, ha sido el proceso del aprendizaje y la memoria. La
adquisicién de la informacion para posteriormente utilizarla a nuestro favor es un hecho
que ha contribuido en gran medida a nuestra evolucion y supervivencia.

Los mecanismos por los cuales el cerebro procesa la informacién que recibe del
ambiente ha sido foco de interés por mucho tiempo. Sin embargo empezaron a tomar un
camino mas molecular desde que Santiago Ramoén y Cajal dedujo que las modificaciones
estructurales que existen entre las conexiones (sinapsis) de las neuronas excitatorias
podrian proporcionar un mecanismo por el cual el cerebro procesa y retiene la informacion.
Asi mismo diversos estudios han mostrado la importancia de las espinas dendriticas en el
proceso de la informacidn, ya que la mayoria de las entradas sinapticas excitatorias en el
cerebro ocurren en las espinas dendriticas (mas del 90 %), ademas las espinas dendriticas
son altamente modificables, proceso que se denomina plasticidad dendritica.

De lo anterior se puede deducir la gran importancia que tiene la adquisicién de la
informacidn, y por tanto se vuelve fundamental entender el mecanismo por el que se llevan
a cabo los procesos del aprendizaje y de la memoria; lo que a su vez ayuda a esclarecer la
fisiopatologia de las alteraciones neuronales que engloban a estos procesos, tales como el
Alzheimer, la amnesia y la epilepsia.

1.1 Aprendizaje y memoria

El aprendizaje y la memoria son los medios principales de adaptacion de los seres vivos,
con los cuales se superan las modificaciones inciertas del entorno. Estrictamente desde el
punto de vista neurofisioldgico, se conoce como aprendizaje al proceso que ocurre cuando
la experiencia produce cambios en el sistema nervioso central (SNC), estos cambios pueden
ser breves (segundos) o duraderos (meses) Yy se manifiestan en el comportamiento de los
organismos; el aprendizaje es el proceso por el cual se adquiere cierta informacion que
ocurre en un preciso momento. El aprendizaje también puede definirse desde otras
perspectivas donde ademéas de los fendmenos fisioldgicos se toman en cuenta algunas
cuestiones psicoldgicas, por ejemplo el aprendizaje segin Hilgard se refiere al proceso
mediante el cual se origina o se modifica una actividad respondiendo a una situacion
siempre que los cambios no puedan ser atribuidos al crecimiento o al estado temporal del
organismo, y de acuerdo a Feldman también se puede definir el aprendizaje como un



proceso de cambio relativamente permanente en el comportamiento de una persona
generado por la experiencia [Feldman, 2005; Relloso, 2007]. Por su parte la memoria es la
capacidad que se tiene para almacenar la informacién que se obtuvo con el aprendizaje y
poder evocarla en momentos adecuados; es un fendomeno inferido a partir de los cambios en
el SNC provocados por el aprendizaje y le da a nuestras vidas un sentido de continuidad. El
aprendizaje es la base de la memoria, si no hay aprendizaje no puede haber memoria
[Morgado, 2005; Johansen y cols., 2011].

El aprendizaje consiste en la denominada plasticidad sindptica de Hebb. En 1949 Donald
Hebb propuso que una entrada sinaptica puede fortalecerse cuando la actividad de la
neurona presinaptica coocurre con la actividad de la neurona postsinéptica [Sejnowski,
1999]. Por su parte en 1973 Terje Lomo y Timothy Bliss descubrieron que una
estimulacion de frecuencia moderadamente alta, entre las sinapsis de la via perforante
(conexion entre la corteza entorrinal con el giro dentado) y las células granulares del giro
dentado, produce incrementos estables y duraderos de la respuesta postsinaptica, lo que
denominaron potenciacion a largo plazo (PLP) [Morgado, 2005]. Por otra parte se sabe que
la PLP puede ser interrumpida y hasta revertida por la propia actividad sinaptica, fendmeno
denominado depotenciacién, lo que a su vez llevo a considerar el término depresion a largo
plazo (DLP). La DLP hace referencia al fenébmeno que ocurre cuando algunos patrones de
frecuencia que activan algunos receptores a glutamato no producen una PLP, sino que se
produce una depotenciacion de la eficacia sindptica; sin embargo no fue sino hasta 1992
cuando se establecié un protocolo que realmente podria provocar de manera fiable una DLP
de las respuestas sinapticas basales en el hipocampo [Dudek y Bear, 1992]. Estos y otros
estudios celulares y moleculares [Bliss y Collingridge, 1993; Bear y Malenka, 1994;
Malenka y Bear, 2004] determinaron que la PLP y la DLP pueden tener una funcién critica
en la plasticidad dependiente de la experiencia, llegando a concluir que la modulacién de la
fuerza sinaptica podria ser la base del aprendizaje y la memoria.

A excepcion de situaciones con alto contenido emocional, las memorias no suelen
formarse de modo instantdneo cuando se recibe la informacion a traves de la experiencia.
El proceso de formacién de la memoria incluye al menos 2 etapas subsecuentes: la memoria
a corto plazo y la memoria a largo plazo. La memoria a corto plazo es un sistema para
almacenar una cantidad limitada de informacion (generalmente menos de 12 digitos)
durante un coto periodo de tiempo, es una memoria inmediata para los estimulos que
acaban de ser percibidos y se basa en cambios efimeros, eléctricos o moleculares, en las
sinapsis. Ahora si el estimulo es repetido una y otra vez, esta repeticion puede activar
mecanismos de plasticidad neuronal produciendo finalmente cambios estructurales en las
sinapsis y estos cambios constituyen el soporte fisico de la segunda etapa, la memoria a
largo plazo, la cual, a diferencia de la primera, es una memoria estable y duradera
[Lamprecht y LeDoux, 2004; Morgado, 2005]. Este proceso por el cual la reiteracion de las
memorias de corto plazo produce los cambios neuronales que originan la memoria a largo
plazo se denomina consolidacion de la memoria, es decir, la evocacion de la informacion



almacenada y el paso del tiempo suelen conferirle a la memoria una determinada
estabilidad [Morgado, 2005].

En general se han determinado tres sistemas de memoria: La memoria implicita (M), la
memoria explicita (ME) y la memoria de trabajo (MT). La MI es la memoria que nos
permite ejercer habitos cognitivos y motores, es decir, es la memoria de las cosas que
solemos hacer, se adquiere gradualmente y se perfecciona con la practica, se lleva a cabo de
manera automatica, inconsciente y generalmente es dificil de verbalizar (por lo cual
también se le conoce como memoria no explicita). Este tipo de memoria deriva de los tipos
de aprendizaje basicos y filogenéticamente antiguos, como la habituacion y la
sensibilizacion, el aprendizaje perceptivo y motor, o los condicionamientos clasico e
instrumental y su principal lugar de almacenamiento radica en estructuras subcorticales
como el neoestriado (caudado y putamen), la amigdala e inclusive el cerebelo [Kida y cols.,
2002; Maren y cols., 2003; Jiménez-Diaz y cols., 2004; Morgado, 2005].

La ME es la memoria que almacena la informacién de los hechos (memoria semantica)
y eventos (memoria episddica), asi como también nos permite identificar la relacion
temporal y espacial entre ellos, es decir, esta memoria nos permite saber el “qué”, “cuando”
y “donde” de las cosas [Tulving, 1983; Eacott y Norman, 2004]. Se expresa
conscientemente y es facil de declararla de manera verbal o escrita (por lo que también se le
conoce, en los humanos, como memoria declarativa). A diferencia de la M, este tipo de
memoria puede adquirirse en pocos ensayos, su adquisicion se relaciona con el sistema
hipocampal y otras estructuras del 16bulo temporal medial, aunque su almacenamiento
definitivo parece radicar en diferentes &reas de la corteza cerebral. La ME resulta de un
aprendizaje relacional, el cual consiste en analizar, comparar y contrastar diferentes tipos de
informacién. Un buen ejemplo de este tipo de memoria es la memoria que nos permite
orientarnos espacialmente, asi como la memoria que nos permite familiarizarnos con las
caracteristicas de los objetos, es decir, el reconocimiento de objetos [Ennaceur y Delacour,
1988; Maguire y cols., 1998; Ergorul y Eichenbaum, 2004; Morgado, 2005].

La llamada MT consiste en la representacion consciente y manipulacion temporal de la
informacion necesaria para realizar operaciones cognitivas complejas, tales como la
comprension del lenguaje o el razonamiento. Es de suma importancia puesto que
contribuye a la memoria a largo plazo y tiene que ver con la inteligencia, es decir, se
relaciona con la capacidad de razonamiento general y la resolucion de problemas [Conway
y cols., 2003; Gray y Thompson, 2004]. En un experimento clasico con electrodos
implantados en el cerebro de monos se observé que la base y sede de la MT podria ser la
corteza prefrontal (CPF) [Fuster y Alexander, 1971]. Sin embargo en trabajos posteriores se
demostré que en realidad la CPF, mas que almacenar la informacion, podria funcionar
como una fuente de control de ida y vuelta de la informacion desde las regiones corticales
posteriores (tal como la corteza premotora y parietal), en donde si se podria almacenar
dicha informacion [Curtis y D’Esposito, 2003]. En definitiva, la MT, mas que una simple
memoria parece consistir en un sistema general de control cognitivo y de procesamiento
ejecutivo que guia el comportamiento y que implica interacciones entre los diversos

3



procesos mentales (atencidn, percepcion, motivacion, emociones y memoria) [Morgado,
2005].

La anterior clasificacion es de amplio consenso y ha demostrado ser muy indicada, sin
embargo su consistencia ha sido cuestionada en ciertas ocasiones, por lo que parece
prudente considerarla provisional y suponer que el nuevo conocimiento dara lugar a otras
categorias mas acordes con nuevos hallazgos tanto experimentales como clinicos. Existen
diversos modelos conductuales que nos permiten evaluar el aprendizaje y la memoria en los
animales por ejemplo el laberinto de 8 brazos, el laberinto acuatico de Morris y la prueba
de reconocimiento de objetos (NOR), sin embargo de estos modelos el que produce una
condicion mucho menos estresante para el animal es este dltimo.

1.2 Prueba conductual de reconocimiento de objetos (NOR)

La capacidad de la memoria de reconocimiento ha sido particularmente bien
documentado en ratones, ratas y monos, asi como en los seres humanos. El reconocimiento
de objetos es la capacidad de percibir un objeto de propiedades fisicas (por ejemplo, forma,
color y textura) y aplicar atributos seméanticos al objeto, que incluye la comprension de su
uso, la experiencia previa con el objeto y cémo se relaciona con los demas objetos [Enns,
2004; Ennaceur, 2010].

La prueba de reconocimiento de objetos es una prueba conductual que nos permite
observar conductas tales como la actividad motora, el aprendizaje y la memoria tanto a
corto como a largo plazo. Esta prueba se basa en la atencion que le confiere cada animal a
un objeto en un espacio delimitado y, a diferencia de otras pruebas, en la prueba de
reconocimiento de objetos no existen recompensas, el animal explora los objetos gracias a
la tendencia natural que tiene por explorar un estimulo novedoso [Ennaceur y Delacour,
1988; Baxter, 2010]. La prueba esta conformada por 4 estados: en el primer estado se lleva
a cabo el procesamiento de los componentes basicos de los objetos tales como el color, la
profundidad y la forma; el segundo estado es donde estos componentes basicos se agrupan
sobre una base de similitud, la cual proporciona informacion sobre los bordes definidos
para la forma visual; en el tercer estado la representacion visual hace correspondencia con
la descripcidn estructural que se encuentra en la memoria; por Gltimo en el cuarto estado se
aplica la seméntica de los atributos a la representacion visual, proporcionando un
significado, y de este modo, el reconocimiento [Humphreys y cols., 1999; Riddoch y
Humphreys, 2001; Ward, 2006]. La memoria de reconocimiento es un tipo de memoria que
pertenece a la memoria explicita o declarativa y se ha asociado de manera muy particular al
hipocampo, el cual a su vez se ha asociado también a otros tipos de memoria, tal como la
memoria de tipo espacial [Clark y cols., 2000; Buckmaster y cols., 2004; Eacott y Norman,
2004; Hammond y cols., 2004; Antunes y Biala, 2012].



1.3 El hipocampo

El hipocampo, del latin hippocampus (que a su vez procede del griego hippos que
significa caballo), es un nucleo cerebral dividido en tres areas CA1, CA2 y CAS3 (las siglas
CA hacen referencia a el término Cornu Ammonis, “asta de Amoén” o “asta de carnero”, que
fueron algunos de los primeros términos dados por algunos investigadores al hipocampo
basados en la apariencia intraventricular de este ndcleo cerebral), estas areas forman al
hipocampo propiamente dicho (Figura 1); mientras que el hipocampo en conjunto con el
giro dentado (DG) y el subiculum (Sub) dan origen a la formacién hipocampal. Las
neuronas del hipocampo son neuronas piramidales glutamatérgicas, mientras que las del
DG son neuronas granulares; la informacion entra por la corteza entorrinal (EC) y de ahi
llega al DG, las neuronas del DG comunican con CAS3 a través de las fibras musgosas (MF)
y CA3 comunica con CA1 a través de las colaterales de Schaffer (SC), CA1 manda su
informacion al Sub, y para completar el circuito el Sub manda la informacion hacia la
salida de la EC [Amaral y Lavenex, 2007; Andersen y cols., 2007].
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Figura 1. Esquema de las conexiones del hipocampo, el DG, el Sub y la EC. Tomado de Histologie du
Systéme Nerveux de L’Homme & Des Vertébrés.

La transmision sinaptica excitatoria en el hipocampo es principalmente de tipo
glutamatérgico y, por tanto, el glutamato junto con sus receptores tienen un papel
fundamental en el mantenimiento y en la regulacion de las sinapsis que se llevan a cabo en
este nucleo. Actualmente se ha observado que los receptores a glutamato tienen una funcién
importante precisamente en la modulacion de la fuerza sinaptica asi como en el desarrollo
de las neuronas, en la plasticidad neuronal, y en la neurodegeneracion [Lerma, 2003;
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Vesikansa, 2013]. Es por dicha razén que los receptores a glutamato han sido ligados
fuertemente en la modulacién de los mecanismos por los cuales se llevan a cabo el
aprendizaje y la memoria.

1.4 Los receptores a glutamato como principales receptores involucrados en los procesos
de memoria y aprendizaje

1.4.1 Receptores de glutamato y los tipos de espinas dendriticas

La mayoria de las sefializaciones que se realizan entre una y otra neurona (u otra célula)
es mediada por sefiales quimicas en un proceso al cual denominamos neurotransmision, y
uno de los principales componentes de esta comunicacion son los receptores, los cuales son
proteinas encargadas de recibir un mensaje quimico y traducirlo a una sefial celular, sea
eléctrica o no. Otro elemento muy importante para la neurotransmision es la molécula
quimica (el neurotransmisor) que llega y se une a su receptor [Lerma, 2003]. El principal
neurotransmisor excitador del SNC de los mamiferos es el L-glutamato. Este
neurotransmisor actia como mediador de la transmision sinaptica y de los cambios
duraderos en la eficacia sinaptica, conocidos como PLP y DLP, los cuales se consideran el
sustrato celular y molecular del aprendizaje y la memoria [Anwyl, 1999; Kandel y cols.,
2000; Kreitzer y Malenka, 2008; Citri y Malenka, 2008; Neves y cols., 2008; Butz y cols.,
2009]. Asi mismo es bien sabido que los receptores a glutamato son los responsables en
gran medida de la neurotransmision en los contactos de tipo excitatorio del SNC y por ende
la conectividad sinaptica glutamatérgica ha sido foco de interés por diversos investigadores,
lo que ha llevado a realizar diversos estudios que nos permiten analizar caracteristicas de
este proceso a lo largo del desarrollo, por ejemplo se sabe que la conectividad sinaptica
glutamatérgica en el hipocampo de rata se desarrolla durante las primeras dos semanas de
vida e interesantemente las neuronas piramidales del hipocampo exhiben una relacién
cercana uno a uno en las sinapsis de tipo excitatorias [Fiala y cols., 1998; Hsia y cols.,
1998; Tyzio y cols., 1999; Ritter y cols., 2002; Lerma, 2003; Vesikansa, 2013].

En el SNC maduro, la mayoria de las sinapsis excitatorias ocurren en las espinas
dendriticas que emergen del arbol dendritico [Yuste y Bonhoeffer, 2004]. Las espinas
dendriticas son pequefias salientes de la superficie dendritica de las neuronas que consisten
en una cabeza, con un volumen entre 0.004 a 2 pm?®, conectada al eje dendritico por un
cuello fino de 0.04-1 um de diametro y con una longitud de 0.1-2 um. Las espinas difieren
en su morfologia a través de los diversos tipos de células nerviosas, son heterogéneas en
forma y tamafio, en particular en la corteza y el hipocampo de mamiferos, y han sido
clasificadas basados en la longitud de su cuello, el tamafio y nimero de la cabeza, en 4
categorias diferentes [Harris y cols., 1992]:

1) Delgada.- Tienen una cabeza pequefia y cuello estrecho.
2) Gruesa o corta.- No muestran ninguna subdivision en la cabeza.



3) Hongo.- Tienen una gran cabeza y un cuello estrecho.
4) Bifurcada.- Tienen multiples cabezas que emergen de un origen comuin (este tipo de
espina dendritica solo es observable en condiciones normales en el hipocampo).

Las espinas dendriticas muestran una dindmica notable en cuanto a su formacion,
eliminacién y plasticidad, tanto morfologica como estructural, lo cual permite su
regulaciéon durante el desarrollo a través de las experiencias sensoriales [Silva-Gomez y
cols., 2003; Alquicer y cols., 2008; Citri y Malenka, 2008]. La plasticidad, una de las mas
importantes y sobresalientes caracteristicas del cerebro de los mamiferos, se define como la
capacidad que tiene el cerebro, a través de la actividad neuronal, para generar
modificaciones (tanto estructurales como funcionales) en los circuitos neuronales y, por
ende, una modificacién subsecuente de los procesos mentales tales como el pensamiento,
las emociones y el comportamiento [Citri y Malenka, 2008].

Las espinas dendriticas son una de las estructuras mas plasticas que reciben la mayoria
de las sinapsis excitatorias glutamatérgicas de terminales presinapticas opuestas; de la
misma manera la mayoria de las sinapsis glutamatérgicas son asimétricas y mas del 90%
de estas se llevan a cabo en las cabezas de las espinas dendriticas [Bourne y Harris, 2008].
En la actualidad se sabe que tanto el aprendizaje como la PLP inducida artificialmente
producen cambios en la morfologia de las espinas dendriticas, las cuales podrian constituir
la base estructural de la memoria [Lamprecht y LeDoux, 2004; Bourne y Harris, 2007].

Con microscopia electrdnica se ha demostrado que las espinas dendriticas contienen un
namero importante de organelos tales como el reticulo endoplasmico liso (que participa en
el manejo intracelular de Ca®"), poliribosomas y mitocondrias; ademas a través de la
microscopia también se ha sugerido que estas estructuras son unidades autonomas para la
transmision, la sefializacion, y la plasticidad sinaptica [Alvarez y Sabatini, 2007]. La
presencia, el tamafio, y la complejidad de estos organelos son generalmente proporcionales
al tamafio y a la morfoldgica de las espinas, lo que sugiere que dependiendo del tamafio, las
espinas pueden manejar Ca®* y ser una estructura pléstica.

La especializacion ultraestructural mas prominente de las espinas dendriticas es la
densidad postsinaptica (DPS), un material que visto al microscopio electrénico es denso y
parecido a un disco, apenas situado por debajo de la membrana postsinaptica a nivel de la
cabeza de la espina dendritica. La DPS es un ensamble macromolecular que contiene 400-
500 proteinas. Estas proteinas incluyen receptores a glutamato, canales iénicos, cinasas de
proteina (como la PKA), Ca2+/calmodulina, fosfatasas, componentes del citoesqueleto y
proteinas implicadas en el trafico de la membrana [Yao y cols., 2008]. De esta manera la
DPS se puede considerar como una serie de dispositivos que sirven para el procesamiento
de sefales asociadas al mantenimiento y a la plasticidad de las sinapsis; ademas de que la
organizacion y la composicién de la DPS no es estatica, sino que esta sujeta a una
regulacion dindmica que puede ser la base de la actividad y plasticidad sinaptica en las
espinas dendriticas [Ehlers, 2003].



Durante el desarrollo de la sinapsis, las espinas dendriticas de las neuronas piramidales
en el hipocampo se extienden en numerosas protuberancias conocidas como filopodios,
estas prolongaciones son muy moviles y llegan a extenderse hasta 10 um de longitud.
Pueden crecer y retraerse en cuestion de segundos a minutos, y esta movilidad les permite
explorar el neuropil en busca de sinapsis [Yuste y Bonhoeffer, 2004]. Sin embargo cabe
resaltar que los filopodios no son un tipo de espina dendritica ya que, como se ha mostrado,
los filopodios tienen una morfologia totalmente diferente a las espinas dendriticas, los
filopodios son mucho mas dinamicos que las espinas y poseen diferentes componentes del
citoesqueleto, ademéas de que los filopodios también existen en células no neuronales (a
diferencia de las espinas dendriticas que sélo ocurren en las neuronas) [Portera-Cailliau y
Yuste, 2001].

Las espinas dendriticas tienen una funcidn importante en la transmision quimica y se
activan en forma, numero y tamafio como respuesta a variaciones sutiles en su medio
extracelular, debido a una serie de diferentes factores, alterando asi la actividad neuronal
[Fiala y cols., 2002 a, b]. Para poder observar estas estructuras es de gran ayuda la técnica
de Golgi-Cox, puesto que permite una clara observacion de las espinas sin necesidad de
utilizar alguna otra técnica mucho mas costosa.

La técnica de impregnacion argéntica (reaccion negra), como la llam6 Golgi, se
fundamenta en la formacién de depdsitos opacos intracelulares cromato-argénticos,
producidos por la reaccién entre el bicromato de potasio y el nitrato de plata. La
impregnacion revela la morfologia neuronal completa en tres dimensiones (al contrario de
las técnicas histoldgicas convencionales, las cuales apenas permiten la observacion del
perfil del cuerpo neuronal y algunos fragmentos de dendritas en un solo plano).

El método de Golgi es una técnica muy util y ampliamente utilizada que revela la
estructura de las neuronas, las células gliales y sus procesos, tanto en el sistema nervioso
normal como en un estado patoldgico. Las descripciones de las neuronas como hoy se
conocen fueron posibles por la utilizacion de esta técnica de impregnacion. Una de las
estructuras finas que fueron reveladas por primera vez por el uso del método de Golgi y que
[lamo la atencion de Santiago Ramoén y Cajal fueron las espinas dendriticas, descritas por
Cajal como pequefias espinas que se proyectan desde las dendritas de la célula de Purkinje
del cerebelo. Las espinas dendriticas se forman en las primeras etapas del desarrollo poco
después de los procesos dendriticos de las neuronas, donde se ha visto que los receptores a
glutamato tienen una funcién importante [Lerma, 2003; Morgado, 2005].

Para llevar a cabo sus acciones fisioldgicas el glutamato actua en 2 tipos de receptores:
los receptores a glutamato metabotropicos (mGluR’s) y los receptores a glutamato
ionotropicos (iGluR’s). Los primeros son receptores acoplados a la familia de las proteinas
G, mientras que los segundos son canales ionicos de union a ligando [Madden, 2002;
Lerma, 2003; Vesikansa, 2013].



1.4.2 Receptores a glutamato de tipo metabotropicos

Los mGIuR’s son receptores acoplados a una proteina G y ejercen su funcién por medio
de una cascada de segundos mensajeros. Estos receptores son proteinas integrales de
membrana cuya estructura molecular consiste en un gran dominio extracelular y uno
intracelular, los cuales se encuentran separados por medio de siete segmentos
transmembranales de tipo a-hélice unidos por tres bucles intracelulares y tres
extracelulares. Los residuos aminoacidicos del segundo y tercer bucle intracelular
constituyen la region méas importante para la activacion y el acoplamiento del receptor a la
proteina G. A su vez los residuos del extremo C-terminal se han visto implicados en la
desensibilizacion inducida por la PKC y en la interaccion con proteinas intracelulares como
la calmodulina [Pin y Duvoisin, 1995; Conn y Pin, 1997].

La familia de los mGluR’s se encuentra formada por 8 subtipos nombrados mGluR1-8,
reunidos en tres grupos que se basan en la homologia de la secuencia de sus aminoacidos,
en los mecanismos de transduccién y en las propiedades farmacoldgicas que presentan
(Figura 2) [Anwyl, 1999].

mGIluR4, mGIuRS6,
mGIuR7, mGIluR8
NR1, NR2A-D,
philblsy - —— NR3A
: GIuR5-7, KA1,
_

Figura 2. Clasificacion de los receptores a glutamato

Los receptores metabotropicos de glutamato postsinapticos (principalmente los del
grupo 1) participan en la regulacion de la excitabilidad en las neuronas y en la regulacién de
corrientes por medio de receptores ionotrépicos de glutamato; los receptores del grupo Il'y
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I11 son principalmente presinapticos y su activacion reduce la transmision sinaptica y la
excitabilidad neuronal [Goudet y cols., 2008]. Es decir que los mGluR’s median la
actividad de algunas enzimas de membrana, de canales ionicos y regulan asi mismo la
actividad sinaptica excitadora lenta en el SNC; hecho que da origen a la diferencia entre
estos receptores y los iGIuR’s.

1.4.3 Receptores de glutamato de tipo ionotrépicos

Por su parte los iGIUR’s se denominan asi porque su activacion conlleva a un
incremento en la permeabilidad de la membrana, puesto que forman un canal i6nico cuya
apertura esta acoplada a la unién de un agonista (ligando) y su activacion permite el paso de
iones Na*, K* y Ca** (Figura 3), lo que se traduce a su vez en una despolarizacion de la
neurona [Madden, 2002; Lerma, 2003]. Los iGIuR’s han sido divididos principalmente en 3
tipos de acuerdo a su farmacologia (Figura 2):

1. Acido N-metil-d-aspartico (NMDA)
Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propinico (AMPA)
3. Acido kainico (KA)

N

glutamate polyamine site

recognition site K* zZn?"  giycine
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side Mg 2*site
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Na+° o

Figura 3. iGIuR tipo NMDA. Se pueden observar los sitios de union al ligando, coagonistas y reguladores
alostéricos [tomado de Feldman y cols., 1997].

Tanto los receptores NMDA (NMDAR’s), como los receptores AMPA (AMPAR’s) y
los receptores KA (KAR’s) comparten una estructura que consiste de un gran dominio
extracelular amino terminal, de cuatro dominios membranales (1-4, los cuales cambian de
nombre dependiendo del receptor del que se hable) y de un dominio intracelular carboxilo
terminal (Figura 4). Los segmentos 1, 3 y 4 atraviesan la membrana, mientras que el
segmento 2 no llega a cruzarla y es éste dominio, en conjunto con el 3 y parte del amino
terminal, los que forman parte del sitio de reconocimiento del agonista [Madden, 2002;
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Lerma, 2003; Traynelis y cols., 2010]. Las propiedades funcionales de los iGluR’s se han
podido describir gracias en parte al desarrollo de sustancias agonistas y antagonistas
especificos (Tabla 1), que han facilitado su caracterizacion [Khodorova y cols., 2009].

Tabla 1. Agonistas y antagonistas especificos de los iGIuR’s

Tipo de receptor NMDAR’s AMPAR’s KAR’s
ionotropico
Agonista NMDA AMPA Kainato
Antagonista Ketamina, AP5, GYKI-53655, UBP-302, UBP-296
D-AP5 GYKI-52466

Los iGluR’s han sido foco de interés desde que se determind que la activacion de las
sinapsis, en los nucleos cerebrales pertinentes, conlleva a una liberacion de glutamato que a
su vez activa a los AMPAR’s y en instantes la consecuente despolarizacion local libera a
los NMDAR’s del Mg?* (que normalmente los bloquea), permitiendo entonces un gran
flujo postsinaptico de Ca** a través de estos canales; esto a su vez origina la activacion de
cinasas que, modulando determinados sustratos, por un lado inducen cambios en el
citoesqueleto de la neurona en minutos y por otro lado activan factores de transcripcion que
dan lugar a la sintesis de nuevas proteinas receptoras tanto de tipo AMPA como NMDA y
KA, las cuales migran hacia los lugares modificados del citoesqueleto (las nuevas espinas)
y en el plazo de horas se insertan en la membrana y contribuyen a la estabilizacion de los
cambios estructurales de la neurona postsinaptica (Figura 5) [Lamprecht y LeDoux, 2004;
Malenka y Bear, 2004].

Figura 4. Topologia de las subunidades de los iGluR’s. Puede verse el sitio de unién al ligando (glutamato,
NMDA, AMPA o kainato). Esta topologia es semejante en todos los iGluR’s [tomado de Madden, 2002].
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Los AMPAR’s modulan la mayoria de la transmision rapida de glutamato en las sinapsis
glutamatérgicas en el cerebro; los NMDAR’s se han asociado a funciones de plasticidad
sinaptica y a mecanismos por los cuales se llevan a cabo los procesos de memoria y
aprendizaje [Lynch, 2004; Vesikansa, 2013]; mientras que las funciones de los KAR’s son
poco convencionales, ya que aunque los KAR’s pueden modular algunas sefiales
postsinapticas excitatorias, su funcion primordial es actuar como moduladores de la
transmision sinaptica a nivel presinaptico [Lerma, 2003; Vesikansa, 2013]. Es por estas
razones que el centro de este estudio son los receptores a glutamato de tipo ionotropico.
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Presynaptic |

{
\.

I (L
EPIC,

—

)K\mg)
&

&

| mNMDAR mAMPAR mvcczc ogng Glutamate Q) Transcription factor

Figura 5. Mecanismos moleculares que engloban el inicio y el mantenimiento de la plasticidad sinaptica. a)
La liberacion de glutamato permite la activacion de los AMPAR’s y la despolarizacion de la neurona
postsinaptica. b) La despolarizacion permite que los NMDAR’s se liberen del Mg2+ y la consecuente entrada
de Ca®" a través de estos canales y de los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC). c) El flujo de
Ca®* activa cinasas, las cuales a su vez modulan sustratos que contribuyen a los cambios estructurales por
medio de la regulacién del citoesqueleto o inducen la transcripcién. d) Las nuevas proteinas se trasladan a la
nueva espina formada para contribuir a su estabilizacion [tomado de Lamprecht y LeDoux, 2004].

1.4.3.1 Receptores a glutamato de tipo NMDA

Las cuatro subunidades de los NMDAR’s pueden estar conformadas por 2 subunidades
NR1 mas dos subunidades que pueden ser NR2A-D 6 NR3A-B. La combinacion precisa de
estas subunidades es lo que determina la fisiologia de los NMDAR’s [Cull-Candy Yy
Leszkievicz, 2004; Yashiro y Philpot, 2008].

Estos receptores son canales que poseen dos sitios de union a ligando, uno para el
glutamato y otro para la glicina, ambos necesarios para que se lleve a cabo la activacion del
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receptor y permita asf el paso de los iones Na*, K* y Ca**. En condiciones fisiolégicas los
NMDAR’s estan bloqueados por un ién Mg?* (Figura 3), y tienen una cinética de
activacion lenta y un tiempo de apertura prolongado [Garcia y Pazos, 2004]. Asi mismo
este receptor cuenta con sitios de union para reguladores alostéricos como lo son las
fenciclidinas (PCP), la ketamina y el Zn®*, los cuales inhiben las respuestas producidas por
el agonista de manera independiente al voltaje [Macdonald y cols., 1991; Lerma y cols.,
1991]; ademéas las poliaminas (espermina y espermidina) potencian la respuesta del
receptor [Lerma, 1991]. Es por esto que los NMDAR’s se han visto involucrados en
mecanismos que abarcan desde fenomenos de plasticidad sinaptica, la PLP y procesos de
muerte celular mediados por el glutamato [Nicoll y Malenka, 1995; Nicoll y Schmitz,
2005].

1.4.3.2 Receptores a glutamato de tipo AMPA

Los AMPAR’s son los principales transductores de la neurotransmision excitadora
rapida en el cerebro de los mamiferos y son blanco de mdltiples vias de sefializacion que
median la fuerza de las sinapsis glutamatérgicas. Los receptores de tipo AMPA son
tetrdmeros con cuatro subunidades nombradas GIuR1-4. A su vez la composicion de las
subunidades depende del nucleo cerebral, siendo asi que en las sinapsis CA3-CAL del
hipocampo, la mayoria de los AMPAR’s son heteroémeros compuestos por las subunidades
GluR2 més GIuR1 o GIuR3 [Collingridge y cols., 2004; Derchak y cols., 2007].

Los complejos multiproteicos que forman los AMPAR’s, con diversas proteinas y
subunidades auxiliares, influyen en muchos aspectos de su funcion como son la apertura, el
trafico y la estabilizacién en las sinapsis; siendo de esta manera que diversos mecanismos
contribuyen a la complejidad de la funcionalidad de los AMPAR’s y a la regulacion de la
fuerza sinéptica y por tanto en la PLP [Derchak y cols., 2007].

Un aspecto molecular determinante para las propiedades de los AMPAR’s es el
aminoéacido situado en la posicion 586, que es glutamina (en GIuR1, 3 y 4); siendo asi que
los canales formados por alguna de éstas subunidades presentan una marcada rectificacion
entrante, es decir, dejan pasar mas corriente en sentido entrante que en sentido saliente y
son permeables al calcio [Hollman y cols., 1991].

Los receptores de tipo AMPA se distribuyen en todo el cerebro, existiendo cambios en
la expresion de éste segun la etapa del desarrollo y el tipo de subunidad. Se encuentran
altamente expresados en el hipocampo y en las capas superficiales de la corteza [Ritter y
cols., 2002].

1.4.3.3 Receptores a glutamato de tipo KA

A mediados de los 1970’s las acciones excitadoras y neurotoxicas del kainato eran bien
conocidas y se postuld la hipotesis de que éste compuesto actuaba sobre un tipo especifico
de receptores [Watkins y Evans, 1981]. Los receptores de glutamato tipo kainato
conforman uno de los componentes del sistema sinaptico de sefializacion por glutamato en
el SNC que ha sido mas dificil de conocer a lo largo de los afios, debido principalmente a la
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ausencia de agentes farmacologicos que pudieran permitir la activacion especifica de estos
receptores, razon por la cual el progreso del conocimiento de la funcion fisioldgica de este
receptor ha tenido lugar en los ultimos afios. Sin embargo la clonacion de las subunidades
de estos receptores, asi como el descubrimiento de agentes farmacoldgicos selectivos, han
posibilitado en la ultima década la definicion de los procesos en los que los KAR’s tienen
alguna funcion [Lerma, 2006].

En la actualidad es bien conocido que la activacion de los KAR’s presinapticos puede
producir una disminucién en la liberacion de glutamato. Se ha observado que una
activacion de los KAR’s da lugar a una disminucion de los potenciales excitadores
postsinapticos (fEPSP) en las sinapsis de las fibras Musgosas con las células piramidales
CA3 del hipocampo (MF-CA3); ésta disminucion ocurre si se bloquean a los NMDAR’s y
a los AMPAR’s [Kamiya y Ozawa, 1998]. Ademas de este efecto, en los Gltimos afios se
han proporcionado evidencias de que los KAR’s pueden producir un aumento en la
liberacion de glutamato si la concentracion del agonista (ya sea KA o el propio glutamato)
es muy baja (20-50 nM). Se puede concluir entonces que los KAR’s pueden producir una
retroalimentacion, positiva o negativa, dependiente de la concentracion del agonista
existente en el medio extracelular [Contractor y cols., 2001; Lauri y cols., 2001; Schmitz y
cols., 2001]. Asi mismo se observo, en experimentos con sinaptosomas (preparaciones que
poseen una cantidad minima o inexistente de membranas postsinapticas), que el efecto de
un incremento en la liberacion de glutamato se le puede atribuir a los KAR’s que se
encuentran a nivel presindptico [Rodriguez-Moreno y Sihra, 2004].

Por otra parte la elevada expresion de los KAR’s durante la vida temprana postnatal,
sugiere una funcion especifica en la maduracion de las sinapsis y en la regulacién de los
patrones de actividad eléctrica, lo que es critico para el refinamiento de las nuevas
conexiones [Bahn y cols., 1994; Ritter y cols., 2002; Vesikansa, 2013]. Por ejemplo durante
el desarrollo temprano existe una elevada afinidad de los KAR’s presinépticos a acoplarse a
proteinas G. Asi mismo cuando estos receptores se activan por un ambiente glutamatérgico
se produce una disminucion de la liberacion de glutamato en las sinapsis de CA3-CAL. Por
otro lado imitando la actividad de los KAR’s, por medio de la activacion farmacologica de
GluK1, se ha observado un incremento permanente de sinapsis glutamatérgicas
funcionales; mientras que un bloqueo de los KAR’s durante un periodo de intensa
sinaptogénesis da lugar a un decremento muy marcado de la conectividad glutamatérgica
durante el desarrollo [Vesikansa, 2013]. Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, la
informacion que se tiene de las funciones de los KAR’s es en su gran mayoria por estudios
farmacologicos realizados en animales adultos, existiendo escasa informacion de la
fisiologia de los KAR’s en etapas tempranas.

Finalmente, tomando en cuenta toda la informacion antes mencionada, se puede decir
que la expresion de los receptores a glutamato y la funcion que desempefian en las espinas
dendriticas, son un hecho importante en el neurodesarrollo que al final participaran
modulando la PLP y la DLP, las cuales son las bases moleculares del aprendizaje y la
memoria. Por lo tanto es, en este punto, donde toma importancia la participaciéon de los

14



GluR’s en conjunto con las espinas dendriticas y el saber un poco méas sobre los
mecanismos en los que participan se torna de sumo interes.

2. Planteamiento del problema

Diversos estudios han mostrado que los receptores a glutamato, especialmente los
iIGIuRs, son los responsables en gran medida de los procesos que dan lugar a los
mecanismos por los cuales se llevan a cabo el aprendizaje y la memoria en el hipocampo
[Anwyl, 1999; Kandel y cols., 2000; Kreitzer y Malenka, 2008; Citri y Malenka, 2008;
Neves y cols., 2008; Butz y cols., 2009]. La participacion de los NMDAR’s y de los
AMPAR’s se encuentra mas esclarecida en este punto. Sin embargo éste no es el caso de
los KAR’s, ademas de que la informacion que existe para relacionar estos receptores con el
tipo de espinas dendriticas que se forman en determinada memoria es escasa.

3. Justificaciéon

El aprendizaje y la memoria son los principales medios de adaptacion de los seres vivos.
El llegar a entender los mecanismos por los cuales se llevan a cabo dichos procesos es de
suma importancia para poder esclarecer un poco mas sobre cualquier alteracion que pueda
estarse llevando a cabo en estos procesos y de esta manera poder evitarlos, prevenirlos o,
llegado el caso, tratarlos. La funcién de los iGIUR’s en el aprendizaje y la memoria no esta
totalmente esclarecida y es para esto que se determinaran las alteraciones en el hipocampo
y en la conducta de la rata producidas por antagonistas especificos de los iGIuR’s en una
etapa temprana (DP1-DP15). Esto con el fin de determinar qué tipo de espinas se forman al
antagonizar los iGIuR’s y evaluar el aprendizaje y la memoria de los animales para ligarlos
a los cambios morfoldgicos neuronales.
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4. Hipétesis

La administracion crénica de antagonistas especificos de los NMDAR’s, AMPAR’s y de
los KAR’s produce en los tres casos una disminucion del aprendizaje y de la memoria. Asi
mismo induce una alteracién en la formacion de los tipos de espinas dendriticas del
hipocampo dorsal CAL, evitando su maduracion. Esto, a su vez, se reflejard en una
disminucion de la expresion tanto de actina (proteina relacionada con la modificacion del
citoesqueleto), como de sinaptofisina (proteina relacionada con la sinapsis) y con una
alteracion en la expresion de GFAP de las células gliales, en 3 de las principales areas que
tienen que ver con la correcta comunicacion en el hipocampo: CA1, CA3y el DG.

. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion crénica de antagonistas especificos de los
NMDAR’s, de los AMPAR’s y de los KAR’s en la etapa neonatal (DP1-DP15), sobre el
aprendizaje y la memoria, en los tipos de espinas dendriticas del hipocampo dorsal CAl y
en la expresion de las proteinas GFAP, actina y sinaptofisina de las neuronas del
hipocampo CA1, CA3y DG de ratas macho.

5.1 Objetivos particulares
Para la etapa neonatal (DP1-DP15):

< Realizar la administracion sistémica via subcutanea (s.c.) desde el DP1 hasta el
DP15 de los siguientes:

» D-AP5 (antagonista especifico para NMDAR’s)

» GYKI 53655 (antagonista especifico para AMPAR’s)

» UBP302 (antagonista especifico para KAR’s)

« Evaluar el efecto de la administracion de estos antagonistas en el aprendizaje y
memoria de los animales en el DP60 con la prueba NOR

» Analizar el efecto de la administracion de los antagonistas en las neuronas del
hipocampo CA1l

» Especificamente en los tipos de espinas dendriticas

- Evaluar el efecto de la administracion de los antagonistas a los iGIluR’s de CAL,
CA3y DG en la expresion de las proteinas:

» GFAP

» Actina

» Sinaptofisina
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(. Desarrollo experimental

7.1 Sujetos de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley, proporcionadas por el Bioterio
“Claude Bernard”, de dos diferentes edades: DP1 (edad neonatal) y ratas de edad adulta de
300-350 gramos (DP90 aproximadamente). Las ratas se mantuvieron en jaulas individuales
de acrilico transparente, con libre acceso de agua y alimento, con 12 horas luz/oscuridad a
24° C. El uso y el cuidado de los animales se realiz6 con lo establecido en la norma 062-
Z00-1999, a los ordenamientos de la guia National Research Council (NRC) y al comité
de investigacion de uso de animales de laboratorio de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla (BUAP).

7.2 Procedimiento

Las ratas fueron proporcionadas por el Bioterio Claude Bernard y se esperé a que
cumplieran la edad respectiva para cada protocolo de trabajo, seleccionando las ratas al azar
para formar los distintos grupos.

Para el protocolo que corresponde a la etapa neonatal se comenzd la administracion
cronica de los farmacos o de las soluciones controles (solucién salina isotonica, SSI, o
dimetil sulfoxido, DMSO), dependiendo del grupo que se trate:

Etapa neonatal. Administracion cronica (s.c.)

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Grupo 4. Grupo 5.
Control (SSI) D-AP5 GYKI 53655 | Control (DMSO) UBP-302
n=13 n=13 n=13 n=13 n=13

Dicha administracion fue durante 15 dias, esto es a partir del DP1 al DP15, que es en
donde se encuentran mas expresados los iGIuRs en el hipocampo de la rata [Ritter y cols.,
2002]. La dosis que se utiliz6 fue de 3 mg/Kg de peso (dosis maxima que ocupan al
administrar de manera subcutanea al GYKI 52466, un antagonista de los AMPAR’s)
[Kumar, 2012]. Una vez terminados los 15 dias de tratamiento se esperd a que cumplieran
la edad adulta (DP60) y fue en esta etapa donde se evalud el aprendizaje, la memoria y el
tipo de espinas formadas en cada grupo.

7.3 Prueba conductual de reconocimiento de objetos (NOR)

La NOR se realiz6 en una caja de actividad motora a campo abierto y se evalud el
tiempo que le dedico cada animal a dos objetos diferentes colocados en medio de la caja
motora; esto se realizé en tres dias diferentes de la siguiente manera:

1. El primer dia consistio en colocar al animal en una caja de actividad motora y se

grabo durante 10 minutos para posteriormente evaluar la actividad motora a campo
abierto. Cabe resaltar que dicha evaluacion ain esté en proceso.
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2. En el segundo dia se colocé el animal en la caja de actividad motora junto con dos
objetos equidistantes (objeto A y objeto B) y se grab6 durante 6 minutos. Dos horas
después se coloco de nuevo al animal en la caja de actividad motora, dejando al
objeto A 'y cambiando el objeto B por otro (objeto C), también se grab6 durante 6
minutos. Esta es la exposicion al ler objeto novedoso (el objeto C).

3. En el tercer dia (24 horas después de la exposicion al ler objeto novedoso) se
colocd nuevamente al animal en la caja de actividad motora, dejando constante el
objeto A y cambiando el objeto C por otro (objeto D), se grab6 durante 6 minutos.
Esta es la exposicion al segundo objeto novedoso (objeto D).

Una vez obtenidas las grabaciones se procedid a evaluar el tiempo que le dedicé cada
animal de los grupos tratados con los antagonistas de los iGIuRs a cada objeto (tiempo de
reconocimiento), ademas se evalud el indice de discriminacién de cada animal por medio
de la formula siguiente:

c . ., tiempo del objeto novedoso
Indice de discriminacion =

[tiempo del objeto novedoso + tiempo del objeto constante]

7.4 Perfusion

La perfusion (con SSI o con paraformaldehido al 4% en PBS) se realiz6 inmediatamente
después de terminar el ultimo dia de la prueba NOR; se anestesido al animal con
pentobarbital sddico a una dosis de 60 mg/Kg, una vez anestesiado el animal se procedié a
diseccionar el diafragma y dejar expuesto el corazén, posteriormente se cortd la aorta
inferior (para que la sangre empezara a drenar) y se punciond el ventriculo izquierdo con
una jeringa, previamente suministrada con solucién salina al 0.9% para los animales a
ocupar en la tipificacion de espinas (50 animales) o con paraformaldehido al 4% en PBS
para los animales a utilizar en las inmunohistoquimicas (15 animales), y se comenz6 a
administrar la solucion a través del ventriculo izquierdo; la perfusion termin6 cuando dejo
de drenar la sangre y los ojos, asi como los pulmones, se observaron totalmente claros. Esto
se realizo con el fin de preservar y obtener el cerebro de la rata lo mas limpio posible, sin
restos de eritrocitos, ya que esto dificulta la posterior observacién al microscopio de los
cortes cerebrales.

7.5 Obtencion de la muestra

Una vez terminada la perfusion se procedi6 con la extraccion del cerebro. Los cerebros
obtenidos con SSI se colocaron en un frasco con solucion de Golgi-Cox durante 15 dias;
posterior a esto se pasaron las muestras a una solucién de sacarosa al 30% durante tres dias.
Una vez que los cerebros se hubieron tefiido con la solucion de Golgi-Cox y pasaron los 3
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dias en la solucion de sacarosa, se procedid a realizar los cortes histologicos de manera
coronal con ayuda de un vibratomo; los cortes se hicieron de 200 um de grosor y se
colocaron en portaobjetos previamente gelatinizados. Ya cortados los cerebros se continuo
con el revelado, sometiendo a los portaobjetos con los cortes histolégicos al tren de
revelado (Tabla 2).

Tabla 2. Tren de revelado para la tincion de Golgi-Cox.

Tren de revelado Tiempo (min.)
Hidroxido de amonio 30
Lavado con agua destilada 1
Fijador (revelador rapido de Kodak® 30
Lavado con agua destilada 1
Deshidratado en etanol al 75% 1
Deshidratado en etanol al 90% 1
Deshidratado en etanol al 100% 5
Deshidratado en etanol al 100% 5
Deshidratado y aclaramiento en Xileno 15

7.6 Densidad y tipificacion de espinas

Una vez obtenidos los cortes cerebrales tefiidos con Golgi-Cox se procedio a realizar la
tipificacion de espinas, para la cual se procedié a observar las laminillas con el objetivo de
100x. Se hizo el conteo de las espinas dendriticas distales (10 um de la porcion més distal
de la dendrita) para la evaluacion de la densidad de espinas dendriticas, posteriormente se
realizd un conteo de 100 espinas dendriticas por cada neurona y éstas fueron clasificadas de
acuerdo al tipo de espinas encontradas: Espina tipo hongo, delgada, gruesa, bifurcada y sin
clasificar (esta ultima clasificacion se coloca puesto que hay ocasiones en las que a causa
de la tincion no es posible diferenciar una espina en alguno de los 4 tipos).

7.7 Preparacion de los tejidos cerebrales para las técnicas histoldgicas

Los cerebros obtenidos con paraformaldehido al 4 % se colocaron en un frasco con
formaldehido durante 48 horas para después iniciar el proceso de deshidratacion,
aclaracion, infiltracion e inclusion en parafina. En el proceso de deshidratacion los cerebros
se colocaron durante una hora en agua destilada y posteriormente en porcentajes crecientes
de etanol (al 70, 80, 90 y 100 %). La aclaracion de los cerebros se desarroll6 con soluciones
de etanol-xileno (50-50 %) y xileno (100 %), una hora por cada solucién. En la etapa de
infiltracion, los cerebros se colocaron en parafina liquida a 48° C durante dos horas y
finalmente los tejidos se incluyeron en blogues de parafina (Leica), en los cuales se localizé
la zona de la inyeccion y con ayuda de un microtomo (Histocut Reichter-Jung) se realizaron
cortes coronales de 7 um de grosor, los cuales fueron montados en portaobjetos
previamente cubiertos de polilisina.
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7.8 Técnica de inmunofluorescencia

Los tejidos adheridos a los portaobjetos se sometieron al desparafinado con xilol y
rehidratado con etanol en porcentajes decrecientes (100, 96 y 80 %) hasta llegar al agua
destilada. Posteriormente, los tejidos fueron lavados con PBS pH 7.4 por cinco minutos y
delimitados con plumon hidrofébico (ImmEdge). Posteriormente, los tejidos se bloquearon
con albumina sérica de bovino (ASB) libre de IgGs (Sigma) al 2 % en PBS durante treinta
minutos en camara humeda a temperatura ambiente y después se permearon con Triton X -
100 al 0.2 % en PBS durante diez minutos. En la siguiente etapa, los tejidos se incubaron
con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C. Los anticuerpos que se utilizaron fueron:
anti-GFAP de conejo (Dako) (1: 100); anti-Actina de conejo (Santa Cruz biotechnology)
(1:500) y anti-Sinaptofisina de cabra (Santa Cruz biotechnology) (1:100), por separado.

Para la inmunodeteccion indirecta se utilizaron anticuerpos secundarios bioespecificos
conjugados con fluoresceina 5-isotiocianato (FITC) de cabra (492-518 nm) (para el caso del
GFAP y de la actina) o con Lisamina-Rodamina de cabra (540-570 nm) (para el caso de la
sinaptofisina) (Jackson Immuno Research) (todos a 1: 100), durante una hora a temperatura
ambiente en cdmara himeda y protegidos de la luz. Finalmente, las preparaciones se
montaron con medio Vecta-Shield conjugado con DAPI (2,4-diamino-2-fenilindol) (358-
461 nm), un marcador fluorescente que se une a secuencias del DNA, en un cuarto oscuro.
Las observaciones y el andlisis de la inmunorreactividad de los anticuerpos en la region
CAl, CA3 y DG del hipocampo dorsal se realizaron en un microscopio acoplado a una
lampara de mercurio y con los filtros: rojo, azul y verde (Leica®, DM/LS). El registro de
las iméagenes observadas se capturé por medio de una cdmara digital (DFC — 300 FX)
Leica®, acoplada al microscopio y por medio del objetivo de 20 y 40x. Las
microfotografias obtenidas en formato JPEG, del software 1IM1000, se almacenaron y
posteriormente se analizaron. EI numero de pixeles de la region CAl, CA3 y DG del
hipocampo dorsal fue contado por cada rata (se utilizaron tres cortes seriados) por medio de
imagenes capturadas con la cdmara digital Leica® con el objetivo de 20x (para el DG) y de
40x (para CAly CA3) y usando el software Image — J 64.

7.9 Estadistica

Para evaluar el indice de discriminacion y la densidad de espinas dendriticas, se realizo
una “t” de Student. Para evaluar el tiempo de reconocimiento se realizo una ANOVA de
dos vias teniendo como variables independientes la administracion del antagonista y el
tiempo dedicado a cada objeto; mientras que para evaluar los tipos de espinas dendriticas se
realizd también una ANOVA de dos vias pero teniendo en este caso como variables
independientes el tipo de espina y la administracion del antagonista. Finalmente para
evaluar la expresion de las proteinas GFAP, actina y sinaptofisina, se utiliz6 el programa
Image-J 64 para obtener los pixeles promedio de cada microfotografia; los pixeles se
cuantificaron por campo de 20x (2000 um?) para el caso del DG y de 40x (200 um?) para el
caso de CAly CAS3.
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8.Resultados

8.1 Efecto de la administracion cronica de antagonistas especificos para los iGIuRs en la
etapa neonatal

8.1.1 Prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NOR)

Se evalud el tiempo de reconocimiento, es decir el tiempo que le dedico cada animal a
cada objeto y el indice de discriminacién para cada animal (con una n=10 para todos los
grupos: SSI, D-AP5, GYKI, DMSO y UBP302), los animales se evaluaron cuando
cumplieron la edad adulta (DP60). Se aplicé una ANOVA de dos vias para comparar cada
grupo con su respectivo control tomando una P < 0.05 como significativa.

El efecto de la administracion crénica de los antagonistas a iGluR’s en el tiempo de
reconocimiento a los 2 primeros objetos se muestra en la Figura 6 para el grupo D-AP5,
GYKIy UBP.

Tiempo de reconocimiento a los 2 primeros objetos Tiempo de reconocimiento a los 2 primeros objetos
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Figura 6. Tiempo de reconocimiento a los 2 primeros objetos del grupo D-AP5, GYKI y UBP. Se muestra el tiempo
(en segundos) que le dedica cada grupo a cada uno de los 2 primeros objetos a los que fueron expuestos por
primera vez: el objeto A (objeto que sera constante durante toda la prueba) y el objeto B; una ANOVA de dos vias
no mostro diferencia significativa entre los grupos tratados con respecto a sus controles.
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El efecto que tuvo la administracion cronica de los antagonistas a iGluR’s en el tiempo
de reconocimiento al primer objeto novedoso se muestra en la Figura 7 para los tres

grupos.
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Figura 7. Tiempo de reconocimiento al primer objeto novedoso del grupo D-AP5, GYKI y UBP. Se muestra el tiempo (en
segundos) que le dedica cada grupo a cada objeto, el objeto constante ya conocido (objeto A) y el primer objeto novedoso
(objeto C); una ANOVA de dos vias no mostré diferencia significativa entre los grupos tratados con respecto a sus

controles.
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Asi mismo, el efecto de la administracion cronica de los antagonistas a iGIuR’s en el
tiempo de reconocimiento al segundo objeto novedoso se muestra en la Figura 8 para el
grupo D-AP5, GYKI y UBP.
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Figura 8. Tiempo de reconocimiento al segundo objeto novedoso del grupo D-AP5, GYKI y UBP. Se muestra el tiempo
(en segundos) que le dedica cada grupo a cada objeto, el objeto constante ya conocido (objeto A) y el segundo objeto
novedoso (objeto D); una ANOVA de dos vias no mostré diferencia significativa entre los grupos tratados con respecto a
sus controles.
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El indice de discriminacion en la exposicion a los 2 primeros objetos no se vio
modificado después de la administracion cronica de los antagonistas a iGluR’s, esto se
puede apreciar en las Figura 9, 10 y 11. Se aplicé una “t” de Student para comparar cada
grupo con su respectivo control tomando una P < 0.05 como significativa.
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Figura 9. Exposicion a los 2 primeros objetos del grupo D-AP5 Figura 10. Exposicion a los 2 primeros objetos del grupo GYKI
(antagonista de los NMDAR’s). Se muestra el indice de (antagonista de los AMPAR'’s). Se muestra el indice de discriminacion
discriminacion de cada grupo; la prueba “t de Student” no mostrd de cada grupo; la prueba “t de Student” no mostro diferencia
diferencia significativa. significativa.
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Figura 11. Exposicion a los 2 primeros objetos del grupo UBP302

(antagonista de los KAR’s). Se muestra el indice de discriminacion de cada
grupo; la prueba “t de Student” no mostré diferencia significativa.
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La administracion cronica de los antagonistas a iGluR’s disminuy6 el indice de
discriminacion en la exposicion al ler objeto novedoso de los animales tratados con
respecto a los controles, lo que se aprecia en las Figura 12, 13 y 14. Se aplicé una “t” de
Student para comparar cada grupo con su respectivo control tomando una P < 0.05 como

significativa.
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Figura 12. Exposicion al primer objeto novedoso del grupo D-AP5 Figura 13. Exposicion al primer objeto novedoso del grupo GYKI
(antagonista de los NMDAR’s). Se muestra el indice de (antagonista de los AMPAR’s). Se muestra el indice de
discriminacion de cada grupo; la prueba “t de Student” mostré discriminacion de cada grupo; la prueba “t de Student” mostro
diferencia significativa (***P < 0.0001). diferencia significativa (***P < 0.0001).
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Figura 14. Exposicion al primer objeto novedoso del grupo UBP302
(antagonista de los KAR’s). Se muestra el indice de discriminacion de cada
grupo; la prueba “t de Student” mostré diferencia significativa (***P < 0.0001).
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Para el caso del indice de discriminacion de la exposicion al 2do objeto novedoso se
aprecian cambios en el grupo D-AP5 con respecto a su control en la Figura 15, lo mismo
sucede para los otros grupos que se muestran en las Figuras 16, y 17.
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Figura 15. Exposicion al segundo objeto novedoso del grupo D-AP5
(antagonista de los NMDAR’s). Se muestra el
discriminacion de cada grupo; la prueba “t de Student” mostrd
diferencia significativa (***P < 0.0001).
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Figura 16. Exposicion al segundo objeto novedoso del grupo GYKI
(antagonista de los AMPAR’s). Se muestra el indice de
discriminacion de cada grupo; la prueba “t de Student” mostrd
diferencia significativa (**P < 0.005).

Exposicion al 2do objeto novedoso
grupo UBP-302

0.8+

J I
0.6 -1

0.4+

0.2+

Indice de discriminacion

s

*%*

H

0.0-

DMSO  UBP302

Figura 17. Exposicién al segundo objeto novedoso del grupo UBP

(antagonista de los KAR’s). Se muestra el indice de discriminacién de

cada grupo; la prueba “t de Student” mostré diferencia significativa
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8.1.2 Densidad de espinas dendriticas

La administracion cronica de los antagonistas a iGIuRs disminuyé la densidad de
espinas dendriticas de los animales tratados con respecto a los controles, lo que se aprecia
en las Figura 18, 19 y 20. Se aplicé una “t” de Student para comparar cada grupo con su
respectivo control tomando una P < 0.05 como significativa.

Densidad de espinas dendriticas del Hipocampo Densidad de espinas dendriticas del Hipocampo
dorsal CAl del grupo D-AP5 dorsal CAl1 del grupo GYKI
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Figura 18. Densidad de espinas del hipocampo dorsal CA1l del Figura 19. Densidad de espinas del hipocampo dorsal CA1 del
grupo D-AP5. Se muestra el promedio de espinas de los 10 pm de la grupo GYKI. Se muestra el promedio de espinas de los 10 um de la
dendrita mas distal; la prueba “t de Student” mostré diferencia dendrita mas distal; la prueba “t de Student” mostré diferencia
significativa del grupo D-APS5 respecto a su control (**P < 0.005). significativa del grupo GYKI respecto a su control (**P < 0.0001).
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Figura 20. Densidad de espinas del hipocampo dorsal CA1 del grupo UBP. Se muestra el promedio
de espinas de los 10 um de la dendrita mas distal; la prueba “t de Student” mostré diferencia
significativa del grupo UBP respecto a su control (**P < 0.0001).
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8.1.3 Tipificacidn de las espinas dendriticas

La administracion crénica de los antagonistas a iGIluR’s altero los tipos de espinas
dendriticas de los animales tratados con respecto a los controles, lo que se aprecia en las
Figura 21, 22 y 23. Se aplicé una ANOVA de dos vias para comparar cada grupo con su
respectivo control tomando una P < 0.05 como significativa.

El efecto de la administracion cronica de los antagonistas a iGIuRs en los tipos de
espinas dendriticas se muestra en la Figura 21 para el grupo D-AP5; mientras que el efecto
de la administracion del GYKI sobre los tipos de espinas aparece en la Figura 22; de la
misma manera la administracion del UBP provocé alteraciones en los tipos de espinas
dendriticas, lo que se aprecia en la Figura 23.

Tipificacion de espinas del Hipocampo dorsal CAl
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Figura 21. Tipificacion de las espinas dendriticas del hipocampo dorsal CA1 del grupo D-AP5. Se muestra el nimero
de espinas de cada grupo para cada tipo de espina: hongo, delgada, gruesa, sin clasificar y bifurcada; una prueba
ANOVA de 2 vias mostré diferencias significativas del grupo D-AP5 respecto a su control (*P < 0.05, **P < 0.01, ***p
<0.001).
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Figura 22. Tipificacion de las espinas dendriticas del hipocampo dorsal CA1 del grupo GYKI. Se muestra el niumero
de espinas de cada grupo para cada tipo de espina: hongo, delgada, gruesa, sin clasificar y bifurcada; una prueba
ANOVA de 2 vias mostré diferencias significativas del grupo GYKI respecto a su control (**P < 0.01, ***P < 0.001).
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Figura 23. Tipificacion de las espinas dendriticas del hipocampo dorsal CA1 del grupo UBP-302. Se muestra el
numero de espinas de cada grupo para cada tipo de espina: hongo, delgada, gruesa, sin clasificar y bifurcada; una
prueba ANOVA de 2 vias mostro diferencias significativas del grupo UBP-302 respecto a su control (*P < 0.05, ***P <
0.001).
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8.1.4 Expresion de GFAP, actina y sinaptofisina

La administracion cronica de los antagonistas a iGIuR’s no induce la expresion de la
proteina GFAP en el hipocampo CA1, CA3 y DG de los animales de todos los grupos, pero
si disminuye la expresion de actina y sinaptofisina en la region CA1, CA3 y DG de los
grupos tratados con respecto a sus controles, esto se puede apreciar en las Figuras 24-35.
Se aplico una ANOVA de dos vias para comparar cada grupo con su respectivo control
tomando una P < 0.05 como significativa.

Podemos observar en la Figura 24-1 A, B, C, D, E y en la Figura 25, que la
administracion crénica de los antagonistas no induce la expresion de GFAP en CA1l de
todos los grupos. Asi mismo podemos apreciar en la Figura 24-2 A, B, C, D, E, en la
Figura 26, en la Figura 24-3 A, B, C, D, E y en la Figura 27, que la administracion de los
antagonistas disminuye la expresion tanto de actina como de sinaptofisina en el hipocampo
dorsal CAL.

CAl
E) SSI D) D-AP5 C) GYKI B) DMSO A) UBP

h -----
B --- .V
: -----

Figura 24. Expresion de las proteinas GFAP (1), Actina (2) y Sinaptofisina (3) en el hipocampo dorsal CA1 de los grupos
A) SSI, B) D-AP5, C) GYKI, D) DMSO vy E) UBP. Las microfotografias muestran la inmunorreactividad para GFAP (verde),
Actina (verde), Sinaptofisina (rojo) y DAPI (azul) en el hipocampo CA1, se muestra la expresidon de cada proteina para

cada grupo.
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Figura 25. Expresion de GFAP en el hipocampo dorsal CAl. Se Figura 26. Expresion de Actina en el hipocampo dorsal CAl. Se
muestra el promedio del nimero de pixeles contabilizados para la muestra el promedio del nimero de pixeles contabilizados para la
expresion de GFAP por cada 200 um” para cada grupo; una prueba expresion de Actina por cada 200 um” para cada grupo; una prueba
ANOVA no mostré diferencia significativa. ANOVA mostré diferencia significativa de los grupos tratados

respecto a sus controles (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).
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Figura 27. Expresion de Sinaptofisina en el hipocampo dorsal CA1. Se muestra el
promedio del nimero de pixeles contabilizados para la expresidn de Sinaptofisina
por cada 200 um2 para cada grupo; una prueba ANOVA mostro diferencia
significativa de los grupos tratados respecto a sus controles (*P < 0.05).
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La administracién cronica de los antagonistas no induce la expresion de GFAP en el
hipocampo dorsal CA3 de todos los grupos, lo que se aprecia en las Figuras 28-1 A, B, C,
D, E y en la Figura 29. De la misma manera los resultados no mostraron una diferencia
significativa en la expresion de actina de los grupos tratados con respecto a sus controles en
el hipocampo dorsal CAS3, esto se aprecia en las Figuras 28-2 A, B, C, D, E y en la Figura
30; sin embargo se puede apreciar una clara tendencia de los grupos experimentales a
disminuir la expresion de actina. Por otra parte se puede observar en las Figuras 28-3 A, B,
C, D, E yen la Figura 31, que los grupos tratados con los antagonistas a los iGIuR’s tienen
una disminucion en la expresion de la sinaptofisina.

CA3
E) SSI D) D-AP5 C) GYKI B) DMSO A) UBP
1. GFAP
2. Actina
3. SYP

Figura 28. Expresion de las proteinas GFAP (1), Actina (2) y Sinaptofisina (3) en el hipocampo dorsal CA3 de los
grupos A) SSl, B) D-AP5, C) GYKI, D) DMSO y E) UBP. Las microfotografias muestran la inmunorreactividad para GFAP
(verde), Actina (verde), Sinaptofisina (rojo) y DAPI (azul) en el hipocampo CA3, se muestra la expresion de cada

proteina para cada grupo.
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Figura 29. Expresion de GFAP en el hipocampo dorsal CA3. Se Figura 30. Expresion de Actina en el hipocampo dorsal CA3. Se

muestra el promedio del nimero de pixeles contabilizados para la muestra el promedio del nimero de pixeles contabilizados para la

expresién de GFAP por cada 200 um’ para cada grupo; una prueba expresién de Actina por cada 200 um” para cada grupo; una prueba

ANOVA no mostroé diferencia significativa. ANOVA mostré diferencia significativa del grupo D-AP5 respecto a

su control (*P < 0.05).
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Figura 31. Expresion de Sinaptofisina en el hipocampo dorsal CA3. Se muestra
el promedio del nimero de pixeles contabilizados para la expresién de
Sinaptofisina por cada 200 um2 para cada grupo; una prueba ANOVA mostrd
diferencia significativa de los grupos tratados respecto a sus controles (*P <
0.05, ***p < 0.001).
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De igual manera la administracion cronica de los antagonistas a los iGluR’s tampoco
indujo la expresion de la proteina GFAP en el DG de ninguno de los grupos, lo que puede
observarse en las Figuras 32-1 A, B, C, D, E y en la Figura 33. Por otra parte se
observaron cambios significativos en la expresion de actina del DG en el grupo tratado con
UBP (Figura 32-2 E y Figura 34) con respecto a su control, no asi con los otros grupos;
sin embargo existe una clara tendencia de los grupos tratados con los antagonistas a
disminuir la expresion de actina (Figuras 32-2 A, B, C, D y Figura 34). Finalmente en las
Figuras 32-3 A, B, C, D, E y en la Figura 35, se puede observar que el tratamiento con los
antagonistas especificos a estos receptores disminuye claramente la expresion de la
sinaptofisina en el DG.

GD

E) SSI D) D-AP5 C) GYKI B) DMSO A) UBP

2. Actina

Figura 32. Expresion de las proteinas GFAP (1), Actina (2) y Sinaptofisina (3) en el GD de los grupos A) SSI, B) D-AP5,
C) GYKI, D) DMSO y E) UBP. Las microfotografias muestran la inmunorreactividad para GFAP (verde), Actina (verde),
Sinaptofisina (rojo) y DAPI (azul) en el GD, se muestra la expresion de cada proteina para cada grupo.
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Figura 33. Expresion de GFAP en el GD. Se muestra el promedio del Figura 34. Expresion de Actina en el GD. Se muestra el promedio del
nimero de pixeles contabilizados para la expresién de GFAP por numero de pixeles contabilizados para la expresién de Actina por
cada 2000 um® para cada grupo; una prueba ANOVA no mostré cada 2000 pm’ para cada grupo; una prueba ANOVA mostré
diferencia significativa. diferencia significativa del grupo UBP respecto a su control (*P <
0.05)
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Figura 35. Expresion de Sinaptofisina en el GD. Se muestra el promedio del
numero de pixeles contabilizados para la expresidon de Sinaptofisina por cada
2000 umz para cada grupo; una prueba ANOVA mostré diferencia significativa
de los grupos tratados respecto a sus controles (**P < 0.01, ***P < 0.001).
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0. Discusion de los resultados

9.1 Efecto de la administracion cronica de antagonistas especificos para los iGIuRs en la
etapa neonatal

9.1.1 Prueba de reconocimiento de objetos (NOR)

Dentro de los objetivos iniciales del presente proyecto se encuentra evaluar el efecto de
la administracion cronica de antagonistas especificos para los iGIUR’s (D-AP5 para el caso
de los NMDA, GYKI-53655 para el caso de los AMPA y UBP-302 para el caso de los KA)
durante una etapa critica como lo es la etapa neonatal. Esto con el fin de observar los
cambios tanto conductuales como morfoldgicos que suceden en los animales tratados con
dichos antagonistas.

Las evaluaciones cognitivas se realizaron por medio del modelo de reconocimiento de
objetos (NOR), que nos permite analizar el aprendizaje, la memoria de trabajo de tipo
asociativo y la memoria a largo plazo. Se evaluaron el tiempo de reconocimiento (tiempo
dedicado por el animal a cada objeto) y el indice de discriminacion; si el animal le dedica
tiempo al objeto novedoso y no al objeto que ya conoce (el objeto constante), el indice de
discriminacion sera de “1”; mientras que si le dedica el mismo tiempo a ambos objetos el
indice de discriminacion serd de “0.5”. De ésta manera se puede saber si el animal puede
discriminar entre un objeto ya conocido y otro que no conoce. Asi mismo estos dos
aspectos, el tiempo de reconocimiento y el indice de discriminacidn, nos permiten evaluar
la atencion que le presta el animal a cada objeto [Enns, 2004; Carlini, 2011].

Para el tiempo de reconocimiento a los 2 primeros objetos, se puede observar que no
hubo cambios significativos del tiempo que le dedica cada grupo a cada objeto (Figura 6).
Esto significa que los animales exploran los dos objetos que se les presentan la primera vez,
dedicandole a cada objeto (el objeto A y el objeto B) el mismo tiempo en promedio.

En el caso del tiempo de reconocimiento al primer objeto novedoso, se puede observar
que no hubo cambios significativos del tiempo que le dedica cada grupo a cada objeto
(Figura 7) sin embargo se puede apreciar una tendencia de los animales experimentales a
dedicarle menos tiempo al objeto novedoso, no asi con los animales control. De la misma
manera se puede apreciar, en el tiempo de reconocimiento al segundo objeto novedoso,
una tendencia de los grupos experimentales a dedicarle menor tiempo al objeto nuevo
(Figura 8).

No obstante el tiempo que le dedica cada animal a cada objeto puede variar mucho entre
cada rata aunque pertenezcan al mismo grupo. De esta manera mientras una rata le puede
dedicar 100 segundos al objeto novedoso y 50 segundos al objeto constante, otra rata puede
dedicarle 20 segundos al objeto novedoso y 10 segundos al objeto constante y, aungue las
dos ratas le dediquen diferente tiempo a cada objeto, el indice de discriminacion para
ambas es el mismo (es 0.66, ver la formula descrita en la pagina 19), es decir, la relacion
entre los tiempos que le dedican a cada objeto es la misma. En consecuencia se ha sugerido
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que es critico determinar el indice de discriminacion y no solo el tiempo de reconocimiento
[Carlini, 2011; Antunes y Biala, 2012].

Interesantemente después de que los animales fueron sometidos a una administracion
cronica de los antagonistas a iGluR’s, el indice de discriminacion en la exposicion a los 2
primeros objetos no se vio modificado (Figura 9, 10 y 11). Estos resultados nos sugieren
que cuando se les presentan los 2 primeros objetos a los animales (ya sean experimentales o
control) al inicio de la prueba NOR, dichos animales se dedican a explorar los dos objetos
(Objeto A y Objeto B) y no le dedican alguna prioridad a ninguno, puesto que estos objetos
pueden considerarse, en un principio, dos estimulos novedosos y por tanto los animales
dedican la misma razon de tiempo a explorar ambos objetos. Asi mismo esta primera parte
de la prueba nos demuestra que los animales de cada uno de los grupos no poseen ni
reflejan preferencia alguna por algin lugar en especifico o por un objeto; resultados que
concuerdan con lo que ha sido demostrado anteriormente por Ennaceur y Delacour, 1988;
Hale y Good, 2005; Baxter, 2010; Antunes y Biala, 2012.

Por otra parte la administracion crénica de estos antagonistas resulté en una disminucién
del indice de discriminacion del primer objeto novedoso para el grupo D-AP5 (Figura
12), para el grupo GYKI (Figura 13) y para el grupo UBP (Figura 14). Lo que nos sugiere
que los animales tratados con los antagonistas especificos de iGluR’s tienen alteraciones en
la memoria de corto plazo de tipo asociativa [Humphreys y cols., 1999; Riddoch y
Humphreys, 2001; Ward, 2006], puesto que no pueden discriminar entre las caracteristicas
del objeto constante y las caracteristicas del nuevo. Esta evaluacion se realizé dos horas
después del aprendizaje durante el segundo dia de la prueba, y se puede observar que los
animales no pueden recordar que ya conocian un objeto (objeto A) y de esta manera aunque
se coloque un objeto novedoso (objeto C) el animal no puede asociar la informacion que
obtuvo previamente, es decir su aprendizaje se encuentra alterado [Morgado, 2005;
Johansen y cols., 2011]. Para el caso de la exposicion al segundo objeto novedoso se
observa una disminucion significativa del indice de discriminacion en el grupo D-AP5
(Figura 15), de la misma manera para el grupo GYKI (Figura 16) y para el grupo UBP
(Figura 17). Lo que sugiere que la administracion de los antagonistas en la etapa neonatal
puede alterar la memoria a largo plazo, puesto que la exposicion al segundo objeto
novedoso se realizé 24 horas después de la exposicion al primer objeto novedoso. Se puede
apreciar que los animales siguen sin poder discriminar entre un objeto que ha permanecido
constante en tres ocasiones (objeto A) y el segundo objeto novedoso (objeto D). Ademas
hay considerar de nuevo que, tal como lo demuestran Dere y cols., 2005; Hale y Good,
2005; Benice y cols., 2006, Williams y cols., 2007 y Burke y cols., 2010, los animales
naturalmente no tienen preferencia por algun tipo de objeto en particular, asi como tampoco
muestran preferencia del lugar donde se coloquen los objetos y no intervienen ni el material
del que estén hechos los objetos, ni el nimero de objetos que se utilice, simplemente los
roedores tienen una habilidad innata a explorar lo novedoso.

De esta manera los resultados previos nos muestran que los animales neonatos
administrados con estos antagonistas (D-AP5, GYKI y UBP302) disminuyen tanto el
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tiempo de reconocimiento como el indice de discriminacion. Podemos observar por tanto
que estos antagonistas reducen tanto el proceso de aprendizaje como la memoria de corto y
largo plazo. Esto probablemente porque al tratar a los neonatos con los antagonistas a los
IGIuR’s estamos alterando la correcta sinapsis que debe ocurrir para que se lleven a cabo
procesos tan complejos tales como la PLP y la DLP, procesos que se consideran el sustrato
celular y molecular del aprendizaje y de la memoria [Anwyl, 1999; Kandel y cols., 2000;
Kreitzer y Malenka, 2008; Citri y Malenka, 2008; Neves y cols., 2008; Butz y cols., 2009] y
donde los iGIuR’s participan activamente, funcionando como mediadores moleculares por
los cuales las espinas dendriticas pueden cambiar su morfologia funcional, madurar y
producir plasticidad neuronal [Lerma, 2003; Lynch, 2004; Vesikansa, 2013]. Esto
finalmente repercute en la adquisicion de la informacion y, mas aun, sobre la evocacion de
la nueva informacion que es necesaria durante cada etapa de la prueba de reconocimiento
de objetos [Enns, 2004; Carlini, 2011]. Lo que no ocurre con los grupos control (SSI y
DMSO), que muestran un comportamiento opuesto, es decir, la informacion previamente
adquirida es retomada para identificar el cambio de un objeto previamente conocido por
uno nuevo.

9.1.2 Densidad y tipificacion de las espinas dendriticas

Se evaluo la media del numero de espinas dendriticas en 10 um de la dendrita mas distal
del soma. La administracion cronica de los antagonistas D-AP5, GYKI-53655 y UBP-302
resultd en una disminucién de la densidad de las espinas dendriticas en el hipocampo dorsal
CAL de los tres grupos administrados con estos antagonistas con respecto a sus controles
(Figura 18, 19 y 20), lo que nos sugiere que el bloqueo de los iGluR’s en la etapa neonatal
causa, a largo plazo, una alteracién en la comunicacion inter-sinaptica neuronal del
hipocampo dorsal. Asi mismo se sabe que la forma, ramificacion y extension del éarbol
dendritico, asi como la cantidad de espinas dendriticas, son parametros de la morfologia
neuronal que se encuentran en constante cambio debido a la influencia del medio que rodea
a las neuronas y que, al evaluarlas, podemos inferir su complejidad asi como la cantidad de
conexiones que pudieran tener [Moser y cols., 1994; Fiala, 2008].

Teniendo en consideracion lo antes mencionado, podemos inferir que una disminucién
en la densidad de las espinas dendriticas puede ser un indicativo de una reducida entrada
sinaptica a la region CAL del hipocampo dorsal, estructura implicada en los procesos de
memoria y aprendizaje [Amaral y Lavenex, 2007; Andersen y cols., 2007]. Lo cual podria
explicar las alteraciones en el aprendizaje y la memoria que se observan en los grupos
tratados con los iGIuR’s.

Aunado a lo anterior se realizo la tipificacion de las espinas dendriticas del hipocampo
dorsal CAL, los tipos de espinas se evaluaron de acuerdo a la clasificacion de Harris y cols.,
1992. Las espinas dendriticas son pequefias salientes de la superficie dendritica de las
neuronas que muestran una dinamica notable en cuanto a su formacion, eliminacion y
plasticidad, esto gracias a determinadas caracteristicas moleculares que poseen las espinas
dendriticas y las cuales determinan su estructura, maduracion y funcionalidad [Silva-
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Gomez y cols., 2003; Alquicer y cols., 2008; 2008; Bourne y Harris, 2008; Citri y
Malenka]. Una de dichas caracteristicas es la estructura de especializacion denominada
densidad postsinéptica, en ésta estructura coocurre un ensamble molecular que incluyen a
diversas proteinas (400-500 proteinas) entre las que se encuentran cinasas, como la PKA,
Ca’*/calmodulina, fosfatasas, componentes del citoesqueleto, protefnas implicadas en el
trafico de la membrana y canales ionicos, entre los que destacan los iGluR’s (NMDA,
AMPA y KA), ya que estos receptores son los que participan en la regulacion de la
eficiencia sinéptica, asi como en el mantenimiento y maduracion de las espinas dendriticas
[Alvarez y Sabatini, 2007; Yao y cols., 2008]. Para que una espina dendritica madure debe
pasar por diferentes etapas, las cuales se diferencian en forma, tamafio y complejidad. En el
hipocampo adulto existe un 65% de las espinas tipo delgada y el 25% llegan a ser de tipo
hongo (las cuales tienen un didmetro de cabeza de 0.6 mm), mientras que el porcentaje
restante lo componen las espinas de tipo gruesas y bifurcadas [Harris y cols., 1992; Harris,
1999; Harris y cols., 2003].

La primera espina en formarse es la espina delgada, éste tipo de espina se considera una
espina inmadura. Las espinas delgadas se forman o desaparecen relativamente rapido en
respuesta a diferentes niveles de actividad sindptica y se caracteriza por tener una DPS
menor, comparada con los otros tipos de espinas dendriticas [Zuo y cols., 2005]; en su DPS
se encuentran todas las proteinas antes descritas, sin embargo existe una marcada diferencia
con respecto a la cantidad de iGIuR’s, éste tipo de espina posee receptores de tipo NMDA
expresados en su membrana pero tiene una pobre cantidad de receptores tipo AMPA
[Matsuzaki y cols., 2001; Ganeshina y cols., 2004; Ashby y cols., 2006], lo que permite que
posteriormente estas espinas se puedan reforzar por medio de la adicion de AMPAR’s. Esta
caracteristica es la que podria explicar la elevada capacidad que tienen estas espinas de
regularse en cuanto a su forma, tamafo y funcion, ya que las espinas delgadas mantienen
una flexibilidad que les permite ampliarse y estabilizarse o reducirse y quitarse, asi como
crear nuevas entradas sinapticas débiles; es decir, la propiedad que tienen las espinas
delgadas de poder ser reforzadas a través de la incorporacion de mas AMPAR’s podria ser
la razon de la elevada plasticidad sinaptica caracteristica de las espinas delgadas,
convirtiendo a estas espinas en las mejores candidatas para ser las espinas de aprendizaje
[Ehlers, 2003; Kasai y cols., 2003; Alvarez y Sabatini, 2007]. En nuestros resultados
podemos observar un incremento en general de este tipo de espina dendritica en los grupos
tratados respecto a sus controles (Figura 21, 22 y 23), sin embargo esto no quiere decir que
estos animales tengan una mayor capacidad plastica y puedan aprender mejor ya que dichos
animales fueron evaluados en una etapa adulta, es decir, en una etapa donde muchas de esas
espinas delgadas debieron haber madurado para dar lugar a una espina mas estable y con
una capacidad de retencion de informacion mayor que la que poseen en su etapa inmadura.

Posteriormente una espina delgada inmadura se convierte en una espina de tipo hongo
madura por medio de un proceso de PLP. Este proceso comienza con una repetida
liberacion presinaptica de glutamato, la liberacion de glutamato a su vez permite la
activacion de los AMPAR’s y la despolarizacion de la neurona postsindptica, esta
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despolarizacion permite que los NMDAR’s se liberen del Mg?* y la consecuente entrada de
Ca’" a través de estos canales y de los canales de calcio dependientes de voltaje; el flujo de
Ca’" activa cinasas, las cuales a su vez modulan sustratos que contribuyen a los cambios
estructurales por medio de la regulacion del citoesqueleto o inducen la transcripcion y
sintesis de nuevas proteinas, las cuales se trasladan a la membrana de la espina dendritica
[Lamprecht y LeDoux, 2004], logrando asi que el tamarfio de la cabeza crezca gracias a las
modificaciones que se realizan en el citoesqueleto y al incremento de tamafio de la DPS.
Las espinas de tipo hongo maduras poseen una DPS mucho mayor que las espinas delgadas
[Harris y cols., 1992] vy, a diferencia de éstas, las espinas de hongo tienen una mayor
expresion de AMPAR’s en su membrana con respecto a la expresion de los NMDAR’s, lo
cual permite que las sinapsis que engloban a este tipo de espinas sean funcionalmente méas
fuertes o estables [Ganeshina y cols., 2004; Ashby y cols., 2006]. Todos estos hechos
sugieren que las espinas de tipo hongo son mucho més estables que otras espinas y por ello
son consideradas espinas de memoria [Kasai y cols., 2003]. La administracion de los
antagonistas a los iGluR’s disminuy¢ drasticamente las espinas dendriticas de tipo hongo o
maduras, si se compara con los respectivos grupos controles (Figura 21, 22 y 23), lo que
podria significar que estos antagonistas impidieron la correcta maduracién de las espinas al
no permitir que los iGIuR’s tuvieran un funcionamiento normal; dejando a la vez mads
espinas inmaduras que no pueden seguir su proceso de maduracién, lo que se relaciona a su
vez con la mayor cantidad de espinas delgadas observadas en los grupos tratados y esto
podria traducirse como una alteracion en el aprendizaje y la memoria.

Una segunda espina dendritica madura, que se forma en condiciones normales en el
hipocampo, es la denominada espina bifurcada. Se piensa que este tipo de espina es una
espina de tipo hongo que ha sufrido un proceso de modificacion conocido como
“perforacion”, en dicho proceso la espina de hongo empieza a revelar una hendidura en su
membrana sinaptica, y esta hendidura comienza una separacion de la DPS de la espina de
hongo y, en conjunto con la activacion de las proteinas que se encargan de la modificacion
estructural del citoesqueleto (como lo es la actina), se comienza a crear un segundo botén
sinaptico pero que queda junto al botdn que le dio origen, dando lugar a una espina
dendritica con doble boton, es decir, una espina dendritica bifurcada [Lamprecht y LeDoux,
2004]. Se puede observar en nuestros resultados que los antagonistas a los iGIuR’s no s6lo
disminuyeron las espinas dendriticas de tipo hongo, sino que de la misma forma ocurrio6
una disminucién de las espinas bifurcadas (Figura 21, 22 y 23), lo que es coherente con la
teoria de la formacién de este tipo de espinas ya que al impedir la maduracion de las
espinas delgadas éstas no se pueden transformar en espinas de hongo y al haber una menor
cantidad de espinas de tipo hongo por consiguiente se esperaria una menor expresion de las
espinas bifurcadas, puesto que éstas son originadas por las dendritas de tipo hongo. Se
piensa que la razén por la cual las espinas maduras tipo hongo sufran el proceso de
perforacion para dar lugar a una espina bifurcada, en el hipocampo, es para generar un
incremento de superficie de contacto y por tanto un aumento en el nimero de los posibles
contactos sinapticos [Kasai y cols., 2003; Lamprecht y LeDoux, 2004]. Por lo tanto una
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disminucion de estas espinas nos daria mas evidencia de que las alteraciones que se
observaron en el aprendizaje y la memoria fueron originados por las propias alteraciones
que las neuronas del hipocampo, sus espinas dendriticas y sus conexiones sinapticas
sufrieron a causa de la administracién de los antagonistas a los iGluR’s.

Finalmente se encuentran las espinas de tipo gruesas, se piensa que este tipo son espinas
que han sufrido un proceso de “retroceso” convirtiendo a estas espinas en alguna clase de
espinas “viejas”, las cuales ya no tienen la capacidad de ser plasticas, puesto que han
perdido gran parte de su DPS y con ella su funcion [Lamprecht y LeDoux, 2004]. La
administracion cronica de los antagonistas ocupados produjo diversos resultados en los
grupos tratados. En el grupo D-AP5 indujo una disminucién de este tipo de espinas (Figura
21), lo que podria ser consistente con todo lo antes mencionado ya que al haber menos
espinas inmaduras se presenta una menor cantidad de espinas gruesas; mientras que en el
grupo administrado con GYKI no se observaron cambios significativos del grupo tratado
con respecto a su control (Figura 22); sin embargo este no es el caso del grupo UBP en
donde se puede apreciar una produccién mayor de las espinas de tipo gruesas comparado
con su grupo control (Figura 23), esto podria deberse a la localizacion y a la funcién como
tal de los KAR’s (que es el receptor en especifico al que antagoniza el UBP-302), puesto
gue se piensa que este receptor se encuentra en la membrana presinaptica permitiendo la
regulacion de la liberacion del glutamato [Kamiya y Ozawa, 1998; Rodriguez-Moreno y
Sihra, 2004], ya sea a la alta o a la baja dependiendo de la concentracién en el espacio
intersinaptico del propio glutamato [Contractor y cols., 2001; Lauri y cols., 2001; Schmitz y
cols., 2001], y por tanto este receptor influye en la maduracion de las espinas (como ya se
observo anteriormente) pero al parecer la alteracion de este receptor, y de su consiguiente
modificacion en la regulacién de la liberacion de glutamato, resulta en una produccion
mayor de espinas de tipo gruesas, lo que podria darnos a entender que posiblemente si se
producen espinas maduras en estos animales tratados con UBP pero, de alguna manera, la
modificacion de este receptor no permite que se estabilicen de manera normal, logrando al
final que esas espinas maduras se conviertan en espinas “viejas” y con pérdida de su
funcion.

En resumen la administracion cronica del antagonista especifico de los NMDAR’s, el D-
AP5, indujo una alteracion en la morfologia de las espinas dendriticas resultando en una
disminucion de las espinas maduras (tipo hongo y bifurcada) y en un incremento de las
espinas inmaduras (delgadas) (Figura 21). Lo mismo ocurri6 para el grupo administrado
con el antagonista especifico de los AMPAR’s, el GYKI-53655 (Figura 22), y para el
grupo administrado con el antagonista especifico de los KAR’s, el UBP-302 (Figura 23).
Interesantemente el D-AP5 también redujo las espinas tipo gruesas, mientras que el GYKI-
53655 no tuvo efecto sobre este tipo de espinas y el UBP-302 incluso causo el efecto
contrario del antagonista de los receptores a NMDA, un incremento de las espinas tipo
gruesas. Estas Gltimas diferencias podrian estar participando en el efecto que tuvo el DAP-5
sobre la memoria a largo plazo, el cual tuvo un mayor efecto sobre la memoria a largo
plazo comparado con los otros dos antagonistas.
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Esta alteracion en los tipos de espinas dendriticas que se obtuvo después de una
administracion crénica de estos antagonistas demuestra que los iGluR’s poseen un papel
fundamental en el correcto desarrollo y maduracion de las espinas dendriticas, puesto que
se puede apreciar que al antagonizar a estos receptores se producen alteraciones no sélo a
nivel de la densidad de espinas dendriticas de CA1, lo cual ya es un indicativo de una
posible disminucidn en las sinapsis del hipocampo [Moser y cols., 1994; Fiala, 2008], sino
que ademéas se producen modificaciones en la morfologia de las espinas dendriticas,
teniendo como resultado una disminucion de las espinas que poseen una mayor superficie
de contacto para las sinapsis (las espinas de hongo y las bifurcadas) [Ehlers, 2003; Yao y
cols., 2008], y un incremento de las espinas inmaduras; lo que nos sugiere que los iGluR’s
podrian estar regulando mecanismos que participan en la maduracién de las espinas
dendriticas [Buchs y Muller, 1996; Harris y cols., 2003; Lerma, 2003].

Asi mismo estos resultados se pueden correlacionar con la estructura-funcion de las
sinapsis en las neuronas, la cual establece que las espinas mas grandes producen grandes
corrientes sinapticas y que estas espinas dendriticas mas grandes son mas estables en
comparacion con las espinas delgadas o pequefias que son transitorias [Carlisle y Kennedy,
2005; Bhatt y cols., 2009; Holtmaat y Svoboda, 2009; Yoshihara y cols., 2009; Segal,
2010]; es decir que las espinas mas grandes o maduras (que son las que tienen una mayor
DPS) son las mas estables y persistentes, y por tanto podrian ser las que permiten la
memoria a largo plazo a través de los procesos de plasticidad tales como la PLP y la DLP
[Harris y cols., 1992; Nusser y cols., 1998]. De la misma manera se ha observado que el
aprendizaje envuelve procesos donde las espinas delgadas inmaduras sufren modificaciones
gue conllevan a un incremento de la DPS, lo que se traduce en un incremento de tamafio y
en una mayor estabilidad de la espina [Harris y cols., 2003; Bourne y Harris, 2007;
Holtmaat y Svoboda, 2009].
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9.1.3 Expresion de GFAP, actina y sinaptofisina en CA1l, CA3y DG

La correcta comunicacion en la formacion hipocampal es de suma importancia para que
se lleven a cabo las funciones del aprendizaje y la memoria asociadas a éste nucleo
cerebral, tal como lo es la memoria de tipo asociativa (que es el tipo de memoria que se
evaluo en este proyecto). La informacion entra por la corteza entorrinal (EC) y de ahi llega
al DG, las neuronas del DG comunican con CA3 a través de las fibras musgosas (MF) y
CA3 comunica con CAl a traves de las colaterales de Schaffer (SC), CA1 manda su
informacién al Sub, y para completar el circuito el Sub manda la informacion hacia la
salida de la EC [Amaral y Lavenex, 2007; Andersen y cols., 2007]. En esta descripcion de
la intercomunicacion que sucede en la formacion hipocampal podemos apreciar la
importancia que tiene no solamente CAL, sino a si mismo la relevancia que posee el area
CA3 vy el DG, ya que es el DG el que manda la informacién de entrada (que le llega desde
la EC) hasta CA3, el cual a su vez manda dicha informacion hasta CAl y es de esta manera
como el hipocampo puede recolectar la informacion que le llega desde el medio externo, es
decir, es a través de una correcta comunicacion entre el GD, CA3 y CA1l como el
hipocampo puede realizar, para términos del presente proyecto, una asociacion de los
objetos que se presentan en el medio externo del animal, para que pueda distinguir el objeto
que ya conoce Yy discriminarlo del que no. Por todas estas razones es que se eligio realizar el
andlisis de las proteinas GFAP, actina y sinaptofisina no sélo en el area CA1, sino también
en las areas CA3 y en el DG, puesto que son 3 proteinas que nos pueden dar una
apreciacion indirecta de cdmo se encuentra la comunicacion que se esta llevando a cabo en
las neuronas de dichas &reas.

La proteina GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) es un filamento intermedio de la
maduracion de los astrocitos en el SNC de los mamiferos y se expresa mayormente en los
astrocitos activos, por ello es denominado como un marcador de la diferenciacién
astrocitica durante el desarrollo y un marcador de la gliosis reactiva seguida de algun dafio
en el SNC [Dahl, 1981; Bovolenta y cols., 1984; Mathewson y Berry, 1985]. Durante la
maduracion de los astrocitos se llevan a cabo diversos cambios fenotipicos y la activacion
de estas células se produce un incremento enorme en la sintesis de proteinas de filamentos
intermedios, especialmente el GFAP, ya que éste es indispensable para la formacién de
gliofilamentos en la respuesta morfoldgica astroglial posterior a un dafio [Condorelli y
cols., 1990; Eng y Ghirnikar, 1994]. Podemos observar en nuestros resultados que en los
animales administrados con los antagonistas a los NMDAR'’s, a los AMPAR’s y a los
KAR’s no se aprecia inmunorreactividad al GFAP en el hipocampo dorsal CA1 (Figuras
24-1 y 25), asi como tampoco se aprecian cambios en CA3 (Figuras 28-1 y 29), ni en el
DG (Figuras 32-1 y 33), es decir, la administracion cronica de los antagonistas a los
iGluR’s no indujo la activacion de los astrocitos. Por lo cual podriamos agregar que las
alteraciones presentes en el aprendizaje y la memoria no estan ligadas en este caso a una
activacion exacerbada de las celulas gliales.

Por otra parte la formacion de las espinas dendriticas durante el desarrollo y la
plasticidad sinaptica que poseen dichas espinas son aspectos criticos de la sinaptogénesis y
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de la plasticidad sinaptica, donde diversos factores y proteinas intervienen para que se lleve
a cabo un correcto desarrollo y una adecuada remodelacion estructural de las espinas
dendriticas; entre estas proteinas se encuentran la actina y la sinaptofisina [Fischer y cols.,
2000; Matus y cols., 2000].

La actina es una proteina del citoesqueleto que al activarse puede modificar la estructura
de éste; es una proteina esencial del citoesqueleto que tiene una funcion vital en los
procesos de guia del axdn, en el desarrollo sinaptico y en la plasticidad sinaptica [Dillon y
Goda, 2005]. Los filamentos de actina son la base por la cual se llevan a cabo tanto la
formacion de las espinas dendriticas durante el desarrollo como la maduracion de estas para
dar lugar a sinapsis maduras [Fischer y cols., 2000; Matus y cols., 2000]. A si mismo se ha
sugerido que la actina tiene una funcion critica en la actividad dependiente de la plasticidad
sinaptica [Colicos y cols., 2001; Okamoto y cols., 2004], puesto que se ha demostrado que
diversas moléculas pueden influenciar las propiedades de las espinas en respuesta a sefiales
externas mediante moléculas de adhesion celular, Rho GTPAsas o alterando flujos de Ca**,
que al final pueden modificar la dinamica de la actina [Ethell y Pasquale, 2005].

Se puede apreciar que los antagonistas a los iGIuR’s produjeron una disminucion de la
expresion de la actina en todos los grupos tratados con respecto a sus controles en CAl
(Figuras 24-2 y 26); no asi para el caso de CA3 donde s6lo se aprecian diferencias
significativas del grupo D-AP5 (Figuras 28-2 y 30); mientras que en el DG solo se
muestran diferencias entre el grupo UBP con respecto a su control (Figuras 32-2 y 34); sin
embargo se puede apreciar una clara tendencia de todos los grupos tratados con los
antagonistas, a disminuir la expresion de la actina. Esto podria traducirse en una
disminucion de la capacidad de las espinas dendriticas para poder modificar la estructura de
su citoesqueleto, impidiendo asi que las espinas dendriticas puedan madurar, puesto que
aunque se lleve a cabo el inicio del proceso de PLP (lo que muy probablemente se esta
impidiendo con la administracion de los antagonistas a los iGluR’s), al expresar menos
actina las espinas dendriticas no podrian modificar su citoarquitectura para poder
incrementar la DPS y de esta manera poder estabilizarse y madurar [Lamprecht y LeDoux,
2004; Bourne y Harris, 2007].

La sinaptofisina mas que estar involucrada en la remodelacion del citoesqueleto, se
encuentra implicada en lo que se denomina como eficiencia sinaptica, la cual también tiene
que ver con otras proteinas conocidas como SNARE. Estas proteinas forman un complejo
(Sinaptofisina-Sinaptobrevina-VAMP2) que da como resultado el acoplamiento y unién de
la membrana vesicular con la membrana presinaptica, para dar lugar finalmente a la
liberacion del neurotransmisor [Edelman y cols., 1995; Washbourne y cols., 1995]. La
propiedad de la sinaptofisina para asociarse con el complejo Sinaptobrevina-VAMP2,
puede ser un regulador durante el desarrollo que ocurre después de los contactos sinapticos
[Becher y cols., 1999]. Los resultados en nuestro estudio revelan que los animales
administrados con los antagonistas a los iGIuR’s tienen una disminucion marcada en la
expresion de sinaptofisina en todos los grupos tratados comparados con sus respectivos
grupos control en las 3 areas, CAl, CA3 y DG, lo cual se traduciria en una disminucion de
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la capacidad de las espinas dendriticas de formar el complejo Sinaptofisina-Sinaptobrevina-
VAMP2, por lo que esto afectaria la eficiencia sinéptica y por ende se produciria una
alteracion de la correcta comunicacion sinaptica entre las areas del DG-CA3-CAL. Lo
observado en nuestros resultados van de la mano con los de Bacci y cols., 2001, donde ellos
demuestran que un bloqueo crénico con antagonistas de receptores a glutamato disminuyen
la formacion del complejo Sinaptofisina-Sinaptobrevina-VAMP2,

Ademas todos estos resultados se pueden correlacionar con los obtenidos por Reagh y
cols., 2014, donde se observa que no sélo el area CAL se encuentra implicada en la
formacion de la memoria de reconocimiento, sino que también participan tanto el DG como
el area CA3, y puesto que estas areas se encuentran afectadas en la expresion de actina y de
sinaptofisina, podrian estar participando en la disminucion del aprendizaje y la memoria
observados en las pruebas conductuales de los animales tratados con los antagonistas, ya
que existe una alteracion en la intercomunicacion de la formacion hipocampal y por ende
los animales experimentales no son capaces de aprender o de almacenar la informacion de
los objetos.

Por lo tanto los resultados obtenidos en la densidad y tipificacion de las espinas
dendriticas, en conjunto con los resultados obtenidos con las técnicas de
inmunofluorescencia de nuestros grupos, podrian explicar a su vez las alteraciones en el
comportamiento de los animales que se observaron durante la prueba NOR, puesto que una
disminucion en la densidad de las espinas dendriticas en conjunto con una marcada
disminucion de las espinas maduras (hongo y bifurcada) y un incremento en las espinas
inmaduras (delgadas), asi como una disminucion en la expresion de la actina y de la
sinaptofisina, en CAl, CA3 y el DG, podria explicar la altercacion en el aprendizaje y la
disminucion de la memoria a corto y largo plazo que presentaron los animales de los grupos
administrados con los antagonistas.

46



10 Conclusiones

Se puede concluir que:

+«+ La administracion crénica de antagonistas especificos para los iGIuRs durante las
dos primeras semanas de vida de las ratas (pico maximo de expresion de estos
receptores en el hipocampo [Ritter y cols., 2002]) altera los procesos de adquisicion
y procesamiento de la informacion, ya que disminuye tanto el tiempo de
reconocimiento como el indice de discriminacion de los objetos novedosos, 2 y 24
horas después del aprendizaje. Es decir se encuentra alterado el aprendizaje, la
memoria de corto plazo de tipo asociativa y la memoria a largo plazo.

% Asi mismo la administracion cronica de los antagonistas a los iGluR’s produjo una
disminucion de la densidad de las espinas dendriticas, asi como una disminucion de
las espinas maduras y un incremento en las espinas inmaduras, lo que nos lleva a
proponer que los iGluR’s poseen un papel fundamental en el correcto desarrollo y
maduracion de las espinas dendriticas, puesto que al antagonizarlos se estd
impidiendo la maduracion de las espinas, dando como resultado una disminucion de
estas y un incremento de las espinas inmaduras, lo que a su vez puede explicar la
alteracion en la conducta del aprendizaje y la memoria.

++ De la misma manera en los animales tratados con los antagonistas se presentd una
disminucion en la expresion de actina y de sinaptofisina, tanto en CA1 como en
CA3 y en el DG, sin cambios en la expresién de GFAP. Lo que se relaciona con
todos los resultados obtenidos anteriormente y los cuales explican la disminucién
del aprendizaje y de la memoria que presentaron los grupos experimentales con
respecto a sus controles.
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