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Glosario de abreviaturas

CA - Cuerno de Ammon
CE - Corteza entorrinal

CPE - Corriente postsinaptica excitatoria

El - Episodios de inmovilidad
F- Objeto familiar

GD - Giro dentado

MCP - Memoria a corto plazo
MLP - Memoria a largo plazo
MTs - microtubulos

N - Objeto novedoso

ON - 6xido nitrico

PaS - Parasubiculo

PER - Corteza Perirrinal
POR - Corteza Postrinal

PrS - Presubiculo

RO - Reconocimiento de objetos

SUB - Subiculo
SD - Sprague-Dawley

espacial en ratas Taiep adultas
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Resumen

La rata Taiep caracterizada por presentar temblor, ataxia, inmovilidad,
epilepsia y pardlisis; es un mutante mielinico autosomico recesivo que presenta
hipomielinizaciéon y desmielinizacion del sistema nervioso central (SNC) durante el
desarrollo, lo que provoca alteraciones a nivel molecular, morfolégico y funcional
de las neuronas. El objetivo de este trabajo fue determinar las caracteristicas
morfologicas de las neuronas piramidales CA1 y CA3 de hipocampo dorsal y su
posible influencia en el desempeiio de procesos de aprendizaje y memoria
espacial en ratas Taiep adultas. Se emplearon 48 ratas adultas de la cepa
Sprague-Dawley (SD) divididas en dos lotes de 24 ratas cada uno, éstos a su vez
fueron divididos en 3 grupos: 1) Taiep, 2) portadoras y 3) control (n=8). Un lote se
emple6 para el analisis morfolégico y el otro lote se sometid a la prueba de
reconocimiento de objetos (RO). Para el andlisis morfologico, cortes coronales de
hipocampo dorsal fueron procesados de acuerdo a la técnica de Golgi-Cox y las
neuronas piramidales CA1 y CA3 se analizaron con la técnica de Sholl. La prueba
de RO permite evaluar la memoria espacial en ratas, basado en el tiempo que
pasa explorando un objeto familiar y un objeto novedoso. En el primer ensayo (E1)
la rata explora 4 objetos durante 5 minutos, después de un descanso de 30
minutos, se realiza el ensayo 2 (E2) en el cual se dejan 3 objetos empleados en el
E1 (objeto familiar) dispuestos de manera diferente y se introduce un objeto
nuevo. Se mide el tiempo de exploracién de los objetos en E1 y E2, en donde el
tiempo de exploracién serd mayor para el objeto novedoso, cuando se expresa
memoria hacia lo familiar; o se explora el objeto familiar y el novedoso por el
mismo tiempo, cuando hay una deficiencia del aprendizaje y memoria. Los
resultados obtenidos muestran que la rata Taiep adulta presenta una disminucién
dendritica de los arboles basales de las neuronas piramidales CA1 y CA3 del
hipocampo dorsal. La rata portadora presenta una disminucién en la arborizacién
dendritica de los arboles basales y apicales de neuronas CA3. Aunque en ambos

grupos experimentales el proceso de aprendizaje y memoria no se ve afectado.
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Introduccién

Los desoérdenes mielinicos en humanos provocan anormalidades en el
comportamiento y la salud, ocasionando enfermedades como esclerosis mdltiple,
fenilcetonuria, epilepsia y desoérdenes psiquiatricos (Fields 2008).

De acuerdo a los indicadores de la Organizacibn Mundial de la Salud
(OMS), en América, el 40.3% de la poblacion padece estas afecciones, por lo cual
se han empleado nuevos modelos animales que permitan realizar investigaciones

en esta area, siendo la rata Taiep uno de ellos.

La rata Taiep fue descrita por Holmgren y colaboradores en 1989 como un
mutante mielinico de origen autosémico recesivo. El nombre Taiep es el acronimo
de las principales alteraciones neuroldgicas que aparecen progresivamente
durante el primer afio de vida del mutante: Temblor, se presenta en el 1° mes de
vida e inicia en la cola y avanza hacia la parte proximal de las patas traseras, la
Ataxia locomotora se manifiesta a partir del 4° mes de edad, los episodios
espontaneos de Inmovilidad en el 5° y 6° mes que son provocados cuando se
sostiene a la rata por la cola o el térax y pueden tardar desde segundos hasta
minutos; a partir del 6° mes de edad, la rata presenta Epilepsia y en el 8° mes

comienza la Pardlisis progresiva de las patas traseras (Holmgren et al., 1989).

Esta sintomatologia se debe a que desde el nacimiento, la rata Taiep
desarrolla una severa hipomielinizacién del sistema nervioso central (SNC)
seguida de una desmielinizacibn progresiva a lo largo de la vida.
Morfologicamente se ha descrito que la pérdida de mielina es ocasionada por una
acumulacion de microtubulos (MTs) en el citoplasma de los oligodendrocitos
(Duncan et al., 1992), y cambios en la orientacion de los Mts cuando se compara
con ratas SD normales (Song et al; 1999), lo que provoca una disminucion y el
posterior bloqueo de las sefiales de transduccion que participan en los
mecanismos intracelulares necesarios para la formacion y el mantenimiento de la
mielina (Ledn-Chavez et al., 2003; Bloom et al., 2013).
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En la rata Taiep, investigaciones previas han mostrado que la acumulacion
de MTs en los oligodendrocitos interfiere con el transporte de las proteinas de
mielina: la proteina basica de mielina (MBP), la proteina proteolipidica (PLP), el 2’,
3’-nucledtido ciclico-3’-fosfodiesterasa (CNP) y la glicoproteina asociada a la
mielina (MAG) (Lunn et al., 1997a), provocando una severa desmielinizacion en
estructuras cerebrales como los hemisferios, el cuerpo calloso, la médula espinal,
el nervio optico y el cerebelo. En estas estructuras la proteina que se ve
mayormente comprometida es MAG debido a que los niveles de esta proteina son
insuficientes desde el primer mes de vida de la rata, a los 2 meses de edad los
niveles de CNP, PLP y MBP son reducidos de manera constante hasta quedar solo
un 25% respecto de las ratas SD control y a partir de los 6 meses de edad se
observa una disminucion dramética de mielina hasta alcanzar niveles muy bajos
pero estables a los 9 meses de edad (solo mantiene del 10% al 15% de mielina
total), (Duncan et al., 1992; Moller et al., 1992; Moller et al., 1997; Lunn et al.,
1997a, Lunn et al., 1997b; Song et al., 1999; O’Connor et al., 2000).

Mediante estudios electrofisioldgicos, Cortés et al (2005) describen que el
ciclo de luz-oscuridad influye en la susceptibilidad a presentar episodios de
inmovilidad (EI) (Figura 1), siendo las ratas Taiep machos de 8.5 y 9.5 meses de
edad los mas susceptibles, debido a que los El son més frecuentes y tardan mas
tiempo (6.5 £ 0.4 El, 27.6 £ 0.8 s) que en las ratas Taiep hembras (3.2 + 0.3 El,
22.5 £ 0.1 s), sin embargo, una vez que los organismos alcanzan los 10 meses de
edad los EI disminuyen. Ademas, se registrO que durante un EI, el hipocampo
muestra una actividad desincronizada asociado a un bajo ritmo theta (5.73 + 0.05
Hz) similar al que presentan las ratas SD normales cuando estan en suefio REM.
Debido a esto, la rata Taiep se ha empleado como modelo de estudio para
enfermedades del suefio como la narcolepsia (Prieto et al., 1991; Cortés et al.,
2005; Eguibar et al., 2010; Eguibar y Cortés, 2012).
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Figura 1. Episodio de inmovilidad en la rata Taiep. En A se muestra el método de induccion de los El y en

B se observa a la rata Taiep durante un EI.

Las corrientes sindpticas sincronicas son de gran importancia debido a que
mantienen la estabilidad neuronal, agrupan a poblaciones celulares con el objetivo
de integrar y coordinar la informacion adquirida de manera sensorial (Gray, 1994),
sin embargo, Bonansco y colaboradores (2009) mostraron que durante el
desarrollo de la rata Taiep se presentan transmisiones asincronicas en la médula
espinal. Esto provoca una desorganizacion en la actividad sinaptica de estructuras
como el hipocampo, en donde hay un aumento de Ca'" extracelular generando
corrientes postsinapticas excitatorias seguidas de corrientes sinapticas
asincronicas como consecuencia de una alteracion de los mecanismos
presinapticos en la liberacion del neurotransmisor glutamato (Bonansco et al.,
2009).

Investigaciones realizadas en cerebros post-morten de pacientes con
esclerosis multiple, muestran que la desmielinizacion del hipocampo es frecuente
y extensa lo que ocasiona un declive de los procesos cognitivos (Geurts et al.,
2007).

A diferencia de otros mutantes mielinicos, la tasa de mortalidad de la rata
Taiep es baja (Holmgren et al., 1989), por lo que ha sido empleada como modelo
de estudio para enfermedades humanas relacionadas con desordenes en el
desarrollo y/o mantenimiento de la mielina en una edad adulta. A pesar de no tener
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una enfermedad homadloga en humanos, esta rata ha funcionado como modelo en
terapias de trasplante celular para el tratamiento de leucodistrofias y desérdenes
mielinicos progresivos que pueden conllevar a una muerte temprana (Duncan,
2011).

Formacion hipocampal

La formacion hipocampal en la rata es una estructura alargada en forma de
C, que va desde la linea media del cerebro cercana al nucleo septal (rostro-
dorsal), sobre y detrds del tdlamo en el I6bulo temporal medial (caudo-ventral)
(Figura 2, Amaral y Witter, 1989; Anderson, 2007).

DORSAL
Hipocampo
o CAUDAL
Fomix
Lébulo
mealx

Rosnw,'4 -
/ Septum \
Bulbo \;ul‘dlal ‘ll-"-):nu\l:rll
Olfatorio SO
VENTRAL

Figura 2. Esquema de la anatomia del hipocampo. En amarillo se muestra la posicion del hipocampo en el

cerebro de la rata (tomado y modificado de Piatti, 2009).

La formacién hipocampal comprende cuatro estructuras corticales: el giro
dentado (GD), el hipocampo que se divide en las subregiones Cornu Ammonis

(CA), el complejo subicular que incluye al subiculo (Sub), el presubiculo (PrS) vy el
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parasubiculo (PaS) y por ultimo la corteza entorrinal (CE), que en roedores se

divide en corteza perirrinal (PER) y corteza postrinal (POR) (Boccara et al., 2015).

Estas estructuras reciben informacion de areas frontales, parietales y
temporales, las cuales se comunican por medio de un circuito intrinseco
hipocampal a través de proyecciones unidireccionales que inician en CE y se
dirigen a GD. El GD se constituye por células granulares que proyectan hacia las
neuronas piramidales del area CA3 del hipocampo y estas mandan el impulso a
las neuronas piramidales del area CAl. Las neuronas piramidales CAl se
encargan de proyectar finalmente al Sub (Figura 3). Dicho circuito trisinaptico tiene
por objetivo generar un impulso con mayor excitabilidad desde las capas

superficiales de la CE hasta las capas mas profundas (Andersen, 2007).

Hipocampo

Colaterales de Schaffer Corteza entorrinal (CE)

\
e

Giro dentado

Células
granulares

Figura 3. Circuito hipocampal intrinseco. Se describe de manera grafica como se lleva a cabo la
comunicaciéon entre las capas mas superficiales hasta las mas profundas que conforman la formacion

hipocampal y el hipocampo (tomado y modificado de Song et al., 2012).

Funcionalmente, la formacion hipocampal juega un rol muy importante en la
codificacion, consolidacion, recuperacion de la memoria y regula la formacién de la

memoria espacial a largo plazo (Kandel, 2000) siendo el hipocampo una estructura
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fundamental para integrar toda la informacion recibida debido a la organizacion
divergente-convergente de sus conexiones, ademas de que se distingue por su
organizacion anatomica laminar con limites definidos, lo que lo convierte en un

excelente objeto de estudio (Piatti, 2009).

Hipocampo
El hipocampo se diferencia funcionalmente en dos regiones: la region
dorsal, la cual se encarga del procesamiento espacial, mientras que la region

ventral de los procesos de ansiedad y control inhibitorio del comportamiento (Bast
y Feldon, 2003; Bannerman et al., 2004).

Esta estructura se divide en cuatro campos: CAl, CA2, CA3 y CA4, los

cuales estan constituidos por una capa densa de células piramidales.

Las neuronas piramidales se encuentran en estructuras asociadas a
procesos cognitivos como la corteza cerebral, la amigdala y el hipocampo
(Spruston, 2008). Morfolégicamente, estas neuronas cuentan con un soma en
forma de piramide, su arbol dendritico cuenta con dos dominios distintos: las
dendritas basolaterales y las dendritas apicales que descienden desde la base y el
apice del soma, respectivamente. Cuentan con una dendrita apical principal que se
bifurca antes de dar lugar a un penacho de dendritas a una distancia variable del
soma, y el axon surge de la base del soma haciendo muchos contactos sinapticos
glutamatérgicos excitatorios a lo largo de su longitud (DeFelipe y Farifias, 1992; Ito
y Cacioppo, 1998; Spruston, 2008).

El hipocampo cuenta con una mayor actividad sinaptica sincronica en el
SNC a diferencia de estructuras como la corteza visual, la corteza olfatoria y la
corteza motora, lo cual se determind mediante el empleo de multielectrodos

implantados en el hipocampo de ratas, en donde se observé a un grupo de
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células que se activan cuando el animal ocupa una determinada posicion del
espacio y explora un ambiente u objeto determinado con las extremidades (Gray,
1994). A este grupo de células, Moser et al (2015), las describen como “Células
de lugar’, las cuales forman parte de una amplia red de neuronas moduladas
espacialmente, como lo son las células de borde, las células de direccién y las
células de cuadrante 6 grid cells. La interaccion de esas células permite la
adquisicién y codificacion de la informacion (region CA3) que se encuentra en el
ambiente como olores, estimulos tactiles y el tiempo, posteriormente esta
informacion es consolidada y recordada (region CA1) cuando el animal se localiza
en un espacio nuevo 0 un espacio ya visitado (Leutgeb et al., 2004; Brun et al.,
2002; Moser et al., 2015). Toda esta informacion ha servido como base para
atribuir al hipocampo como la estructura principal en los procesos de aprendizaje y
memoria espacial (Montgomery et al., 2007; Moser et al., 2015).

Neuronas piramidales CA3

La organizacibn de las células
piramidales CA3 y su longitud dendritica es muy
variable (~-300 a 270 um, figura 4). Las células
pequefas poseen un soma de
aproximadamente 20 um de didmetro y estan
localizadas en el extremo del GD. Las células
grandes, con un soma de 30 um de didmetro se

localizan en la parte distal del campo. La

distribucion de los arboles dendriticos también
varia dependiendo de la posicion del soma o del

cuerpo celular (Ishizuka et al., 1995).

Figura 4. Neurona piramidal CA3 de hipocampo
dorsal. Se muestran las capas del hipocampo en
donde se distribuyen las ramificaciones
dendriticas de la neurona piramidal. SI-m: stratum
lacunosum-moleculare; sr: stratum radiatum; ccp:
capa de células piramidales; so: stratum oriens
(Tomado y modificado de Andersen, 2007).
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Estas células han sido ampliamente estudiadas debido a

la alta

interconectividad y excitabilidad que se genera cuando hay una entrada de

informacion desde las células granulares del giro dentado hacia los axones de las

neuronas CA3 (Andersen, 2007).

Neuronas piramidales CAl

—

cop
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Figura 5. Neurona piramidal CA1 de hipocampo dorsal. Se
muestran las capas del hipocampo en donde se distribuyen las
ramificaciones dendriticas de la neurona piramidal. SI-m:
stratum lacunosum-moleculare; sr: stratum radiatum; ccp: capa
de células piramidales; so: stratum oriens, (Tomado vy
modificado de Andersen, 2007).

Una caracteristica muy particular de

esta regibn es que las neuronas

piramidales CAl1 muestran una gran
homogeneidad en sus arboles dendriticos,
sin embargo las células son de menor
tamafio (~120 a 135 pm) en comparacion
con las células CA3 (Figura 5). Las
dendritas de estas neuronas forman una
banda gruesa (estrato radiado, sr), las
cuales reciben sinapsis de las colaterales
de Schaffer, que son los axones de las
neuronas piramidales CA3 que provocan
una potencializacion a largo plazo de la
sinapsis, la cual es indispensable para el
almacenamiento de la informacion vy
formacion de la memoria (Purves et

2007).

al.,
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Espinas dendriticas

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias que surgen de las
dendritas. Son bastante heterogéneas tanto en forma como en tamafio y su
estructura consta de una pequeia cabeza conectada por un cuello delgado a la
dendrita de la cual descienden (Figura 6). En la mayoria de las areas del cerebro,
las espinas son estructuras elementales que recubren la mayoria de neuronas
principales siendo abundantes en las células piramidales de la corteza y células
espinosas del estriado (Yuste, 2010). La funcion de una espina dendritica es
ayudar a que el numero de sinapsis que llega a una dendrita aumente, ya que su
longitud le permite alcanzar las dendritas 0 axones de otras neuronas (Sorra y
Harris, 2000).

Terminal
posinaptica

Cabeza de la espina

Cuello de la espina

Base de la espina

\LZA/

Figura 6. Espina dendritica. Se muestra la morfologia general de una espina dendritica (Tomado y
modificado de Soria y Pérez., 2012).

Investigaciones previas muestran una fuerte relacion entre el desarrollo del
cerebro y cdmo se lleva a cabo los procesos de aprendizaje y memoria (Purves et
al., 2007), pues repercute en las caracteristicas morfolégicas y funcionales de las
dendritas y espinas dendriticas de las neuronas, fendbmeno que se ha estudiado
mayormente en corteza cerebral (Kolb et al., 1998; Sorra y Harris, 2000; Verpelli et
al., 2010)
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Desarrollo cerebral

El estudio sobre el desarrollo y maduracion del cerebro se divide en dos
fases: la primera es modulada por un ambiente materno (denominada fase in
utero), donde comienza la generacidbn neuronal, proceso conocido como
neurogeénesis, que a través de sefales intracelulares promueven la diferenciacion
de las células nerviosas y su migracion para establecer las primeras conexiones
con poblaciones celulares especificas logrando asi la maduracion cerebral. Sin
embargo, no todas las regiones del cerebro maduran de igual manera, por
ejemplo, la corteza prefrontal es lenta y en humanos madura alrededor de los 30
afos de edad (Pentanjek et al., 2011). Por otro lado, en esta fase la mayoria de la
neurogénesis es completada con excepcion del hipocampo, ya que se encarga de
generar neuronas a lo largo de toda la vida las cuales son necesarias para los
procesos de aprendizaje y memoria (Kolb et al., 2011) aunque la produccién
neuronal declina con la edad (Kolb et al., 2013).

La segunda fase es la postnatal, en donde el desarrollo del cerebro es mas
prolongado, es decir, hay un crecimiento de dendritas y axones que provocan
cambios en el tamafio del cerebro, el tamafio neuronal, la ramificacion dendritica,
la densidad de espinas dendriticas, el nUmero de sinapsis por neuronas y el grosor
cortical (Sirevaag y Greenough, 1987). Estos cambios se deben a que la
conectividad del cerebro es muy sensible al ambiente, a las experiencias que el
organismo tiene por medio de las actividades motoras y sensoriales, a la relacion
parental, al estrés y a la dieta, por lo cual resultan factores de importante influencia
gue provocan cambios conductuales (Kolb et al., 2011; Kolb et al., 2013; Kolb et
al., 2014).

Aprendizaje y memoria

Los seres vivos tienen la necesidad de adaptarse al medio que los rodea,
provocando modificaciones en sus capacidades fisicas y cognitivas, lo cual
conlleva a generar una serie de estrategias y habilidades que los hacen

resistentes al ambiente y por lo tanto, exitosos en términos adaptativos. Estos
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cambios conductuales se deben a las experiencias vividas y a la capacidad de
retener informacion y recuperarla en el momento adecuado (Rosenzweig, 2003;
Ruetti et al., 2009).

El aprendizaje se define como el proceso activo, y de cierto modo no
explicito, mediante el cual se adquiere nueva informacion; y la memoria, como la
capacidad de codificar, almacenar y recuperar la informacién aprendida (Squire et
al., 1988; Squire et al., 1996), siendo ambos procesos mutuamente dependientes
ya que no hay aprendizaje sin memoria, ni memoria sin aprendizaje (Ruetti et al.,
2009).

La memoria es un proceso muy complejo el cual ha sido estudiado
ampliamente (Squire et al., 1988; Squire et al., 1996; Ballesteros, 1999; Colom,
2001; Ruetti et al., 2009; Squire et al., 2007). Parte de esos estudios se han
encargado de proponer multiples clasificaciones sobre los sistemas de memoria,
categorizandola de manera cualitativa en: memoria declarativa, que se define
como la capacidad de recordar informacion de manera consciente, de eventos y
hechos; y memoria no declarativa, que es una coleccibn heterogénea de
habilidades de aprendizaje que se adquiere de manera implicita 0 no consciente
(Squire et al., 1988; Squire et al., 1996). De manera cuantitativa se clasifica en tres
clases: memoria inmediata, memoria a corto plazo y memoria a largo plazo
(Purves et al., 2007). En la memoria inmediata el sujeto recibe la informacion del
entorno a traves de los organos de los sentidos y la recuerda durante fracciones
de segundos ya que la informacién se mantiene de manera transitoria hasta que
se utiliza, después, es probable que se olvide. Este tipo de memoria se considera
fragil e inestable, debido a que puede ser sensible a cualquier tipo de interferencia
pero la informacion que llega a mantenerse pasa a la memoria a corto plazo
(MCP) en donde el sujeto ya puede manipularla de manera consciente. La MCP se
define como la capacidad de retener informacién reciente de una manera activa,

sencilla, rapida y facil y en donde se almacena una cantidad limitada de
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informacion que esta disponible so6lo durante unos segundos hasta un minuto
después de transcurrido el aprendizaje, sin embargo, este tipo de memoria
también presenta limitaciones temporales, es decir, la informacién puede llegar a
perderse por desvanecimiento o por la llegada de nueva informacion. La
informacion que logra ser procesada se traslada a la memoria a largo plazo (MLP),
la cual permite almacenar una gran cantidad de informacién durante periodos
prolongados de tiempo, que puede ir desde meses hasta afios y en algunos casos,
toda la vida, por lo que la caracteristica fundamental de este tipo de memoria es
gue constituye un almacén duradero de la informacion adquirida y que es menos
susceptible de ser alterada por interferencias (Colom, 2001; Ruetti et al., 2009;
Mathiasen y DiCamillo, 2010).

Neuroanatomia de la memoria

Para conocer cudles son las estructuras cerebrales que estan involucradas
en los procesos de aprendizaje y memoria se han realizado diversas
investigaciones en humanos y primates con el objetivo de conocer el rol que juega
cada estructura en estos procesos. Una de las estructuras considerada como
esencial para la memoria es el hipocampo. Un dafio en el area hipocampal en
animales, produce un deterioro en la memoria similar al que ocurre en pacientes
humanos (Eichenbaum, 1992); particularmente la memoria declarativa se altera
cuando hay un dafio bilateral limitado a la regién CA1 de la formacion hipocampal,
un dafio mas alla de la region CAl (Sub y CE) o una lesién en la formacion

hipocampal (Squire et al., 1996).

Los procesos de aprendizaje y memoria también se han estudiado a nivel
molecular. Se ha propuesto que una alteracién en los genes de mielina y una
disfuncion sinaptica entre las regiones del cerebro provocan alteraciones de los
procesos cognitivos. La mielina se encarga de controlar la velocidad del impulso
nervioso a través de los axones y de que los diferentes impulsos que recibe la

neurona viajen de manera sincronica entre las regiones corticales del cerebro, lo
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cual es determinante para un Optimo desempefio de las tareas de aprendizaje y
memoria (Fields, 2008).

Las alteraciones o dafios a nivel estructural y/o molecular de regiones
especificas del cerebro provocan un decline de los procesos cognitivos, es decir,
en la edad adulta, la capacidad de aprender y recordar disminuye, lo que se
considera como sintoma comun de lo que posteriormente serd una enfermedad
neurodegenerativa (Mathiasen y DiCamillo, 2010), que se caracteriza por la
pérdida de la memoria, alteraciones del juicio, el lenguaje, la orientacién y la
conducta, provocando cambios en el cerebro como la pérdida de neuronas y
cambios degenerativos de las neuronas supervivientes. Es importante destacar e
identificar la localizacion de estos cambios ya que es el factor que va a diferenciar
una enfermedad de otra (Burns et al., 2005). En la tabla 1 se presentan las

principales alteraciones de la rata Taiep adulta durante su vida.

Tabla 1. Cambios degenerativos en la rata Taiep adulta. En esta tabla se muestran los

principales cambios degenerativos que presenta la rata Taiep adulta.

Cambios degenerativos Cambios en la rata Taiep

Acumulacion de microtubulos La acumulacién de MTs en oligodendrocitos
afecta el transporte de las proteinas y los
lipidos fundamentales para la formacién de la

mielina.

Vainas de mielina El grosor de las vainas de mielina es menor
desde el nacimiento, por lo que el organismo
presenta una hipomielinizacion, a partir de los
6 meses esta mielina se pierde disminuye
drasticamente desarrollando un proceso de

desmielinizacion.

A nivel electrofisiol6gico Debido al deterioro de la mielina, se producen
anormalidades en las ondas cerebrales ya

gue los potenciales de accion presentan una
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reduccion de sus amplitudes y un incremento

en sus latencias.

A nivel neuronal Al presentar una actividad sinaptica anormal
en estructuras como la medula espinal y el
hipocampo, se pierde la estabilidad neuronal a
nivel morfolégico y funcional, que afecta a

procesos como el de aprendizaje y memoria.

Conducta e Secrecion de hormonas: la rata Taiep
macho presenta un aumento en la
cantidad de corticotropina, lo que
ocasiona un aumento de las erecciones
del pene (= 16 veces).

e Incremento en la duracion total del
aseo.

e Los patrones de suefio y vigilia se ven
modificados

e Aumenta hasta un 700% la frecuencia

del bostezo.

Prueba de reconocimiento de objetos

En humanos, la memoria se evalia mediante procesos verbales o escritos,
mientras que en animales, las funciones cognitivas se observan a través de
diferentes tipos de comportamientos. Se han diseflado diversas pruebas que
permiten estudiar los procesos de aprendizaje y memoria para este propdésito
(Antunes y Biala, 2012).

La prueba de reconocimiento de objetos (RO) o también conocida por sus
siglas en ingles NOR (one-trial novel object recognition) fue principalmente

disefiada por Ennaceur y Delacour (1998), para medir la memoria declarativa y la
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memoria a corto plazo en ratas. La flexibilidad de la prueba, actualmente, también
se utiliza para evaluar la atencién, la memoria espacial, la ansiedad, los efectos de
tratamientos farmacoldgicos y los dafios cerebrales que afectan los procesos de
aprendizaje 'y memoria (Ennaceur, 2010; Mathiasen y DiCamillo, 2010).
Modificaciones en el material que se emplea como los tipos de objetos, el tiempo
destinado para cada fase, los tiempos de descanso entre las fases, las
condiciones externas a la prueba y el cuidado hacia los animales producen
cambios en el comportamiento de los organismos, los cuales dependen de lo que
deseamos evaluar en esta prueba (Mathiasen et al.,, 2010; Ennaceur 2010;
Antunes et al., 2012).

Esta prueba se basa en la conducta de exploracién natural y espontanea
gue desarrolla la rata hacia los objetos que se le presentan (Ennaceur y Delacour,
1988). Se mide el tiempo que pasa explorando un objeto familiar y un objeto
novedoso en la fase de eleccion. El tiempo de exploracién serd mayor para el
objeto novedoso cuando existe memoria hacia lo familiar (Ennaceur y Delacour,
1988; Ennaceur, 2009). Un tiempo indistinto explorando el objeto familiar y
novedoso, indica una deficiencia del aprendizaje y memoria asi como una

alteracion en la region del hipocampo (Mumby et al., 2007).

Fases de la prueba de reconocimiento de objetos

La prueba consiste en tres fases:

e Fase de habituacion: la rata explora libremente la caja sin los objetos. El
tiempo para esta fase puede ir desde los 10 hasta los 30 minutos.

e Fase de muestra: el animal a evaluar es colocado en el centro de la caja, la
cual cuenta con los objetos (objetos familiares) en cada esquina y se le
permite explorarla durante un tiempo determinado. La cantidad de objetos y
el tiempo empleado para esta prueba también varia. La cantidad de objetos
puede ir de 2 a 4 objetos y el tiempo de exploracion puede ser de 3 a 5

minutos.
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e Fase de eleccion: esta fase es muy similar a la fase de muestra con la
diferencia de que un objeto familiar es sustituido por un objeto novedoso. El
tiempo de exploracion debe ser el mismo que se establecio para la fase de
muestra. Si se evallda la memoria espacial, entonces los objetos se

cambian de posiciéon (derecha-izquierda, arriba-abajo o en contraesquina).

El tiempo de descanso entre la fase de muestra y la fase de eleccion también
se ajusta de acuerdo a los objetivos de la investigacion (Ennaceur y Delacour,
1988; Antunes et al., 2012).

Ventajas y desventajas

La prueba de RO ha sido muy util y atractiva en la investigacion debido a
gue se concluye en poco tiempo, no provoca un alto nivel de estrés a los
organismos, no requiere de un entrenamiento previo de los animales, no implica
una recompensa 0 castigo y no se emplean estimulos externos como comida o
choques eléctricos. Dependiendo del objetivo de la investigacién, los resultados se
pueden interpretar por medio de diferentes andlisis estadisticos como una T-
student, una Anova de 1 o 2 vias o el empleo de indices tales como el indice de
discriminacion, indice de habituacion total, indice de preferencia y el indice de
reconocimiento (Ennaceur et al.,, 1988; Mathiasen et al., 2010; Antunes et al.,
2012). Se debe tener cuidado de como se colocan los objetos en la fase de
muestra para cambiarlos de lugar correctamente en la fase de eleccion y prevenir
gue la rata tenga preferencia por un objeto o esquina de la caja, considerar la luz a
emplear para evitar sombras en la caja ya que son lugares que las ratas prefieren
y los resultados se podrian ver afectados, la seleccion de los objetos debe ser
balanceada en tamafo, forma y peso lo cual permite evitar una preferencia o

evitacion de la rata hacia los objetos (Mathiasen et al., 2010).
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Justificacion

La rata Taiep es un mutante mielinico que tiene un periodo de vida largo en
comparacion con otros mutantes (Bloom et al., 2013). Presenta sintomas similares
a otros mutantes mielinicos ya descritos, sin embargo, lo que la hizo atractiva para
emplearla como nuevo modelo neurolégico de estudio fue la aparicion secuencial
de la sintomatologia y los episodios draméaticos de inmovilidad ténica que se
presentan en el 5° mes de edad (Holmgren et al, 1989). Estas caracteristicas han
permitido realizar diferentes tipos de investigaciones, la mayoria de éstas han sido
a nivel ultraestructural, inmunoldgico, sensorial y fisiolégico, con el objetivo de
comprender el funcionamiento de la mielina y sus componentes en el sistema
nervioso central, no obstante, existen pocos trabajos dedicados a explicar si estas
alteraciones celulares y moleculares pueden provocar anormalidades en la

morfologia neuronal del cerebro de la rata Taiep adulta o en su comportamiento.

El hipocampo ha sido una regién poco explorada en estos organismos. Es
importante analizar si se presentan modificaciones en la morfologia neuronal del
hipocampo dorsal de la rata Taiep adulta y si se presentan alteraciones en el

desemperio de tareas de aprendizaje y memoria espacial.
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Hipotesis

Las alteraciones mielinicas en la rata Taiep macho adulta producen una
disminucién de la longitud dendritica y de la densidad de espinas dendriticas en
las neuronas piramidales CAl1 y CA3 del hipocampo dorsal, lo cual pudiera
provocar un déficit en el desempefio de tareas de aprendizaje y memoria espacial,

como la prueba de reconocimiento de objetos.
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Objetivo general

Estudiar la morfologia de neuronas piramidales CA1 y CA3 de hipocampo
dorsal de ratas Taiep macho adultas y explorar su capacidad de aprendizaje y

memoria espacial.

Objetivos particulares

1.- Analizar la arborizacion dendritica apical y basal de las neuronas CA1 y CA3 de

hipocampo dorsal del mutante mielinico Taiep adulto.

2.- Calcular la densidad de espinas dendriticas de los arboles dendriticos apicales

y basales de neuronas CA1 y CA3 de hipocampo dorsal de ratas Taiep adultas.

3.- Explorar el aprendizaje y la memoria espacial a corto y largo plazo de la rata

Taiep adulta por medio de la prueba de reconocimiento de objetos.

Pagina | 21



Analisis morfoldgico de neuronas CAl y CA3 de hipocampo dorsal y evaluacion del proceso de aprendizaje y memoria
espacial en ratas Taiep adultas

Material y métodos

Material biol6gico

Se trabajo con un total de 48 ratas macho de la cepa Sprague Dawley (SD)
obtenidas del bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla, con un peso de 400 gr. £ 20 gr, de entre 15 y 16 semanas de edad, las
cuales se dividieron en dos lotes experimentales: 1) para realizar el analisis
morfologico y 2) para realizar la prueba de reconocimiento de objetos. Cada lote
constd de 3 grupos: 1) Taiep, 2) Taiep portadoras (estos organismos presentan un
alelo alterado y un alelo normal, por lo que no presenta los sintomas de la
enfermedad pero puede transmitirlo a sus descendientes) y 3) SD, cada uno con
una n=8. Los animales se mantuvieron bajo condiciones estandares de bioterio,
alimentados con dieta estdndar y agua ad libitum, a temperatura ambiente
constante de 18°C-22°C, con humedad relativa del 50% y ciclos de luz/oscuridad
con intervalos de 12 horas (7:00 am-7:00pm).

Debido a las alteraciones motoras que presentan a esta edad, a las ratas
Taiep, se les colocO los pellets de alimento sobre el suelo de la caja y se

extremaron el cuidado y el aseo.

Obtencion del tejido

Las ratas destinadas para realizar el analisis morfolégico fueron
anestesiadas via intraperitoneal con una dosis subletal (70 mg/kg peso; Juarez et
al, 2008) de pentobarbital sodico (SEDALPHARMA®), posteriormente se realizo
una perfusion de lavado a través del ventriculo izquierdo del corazén con solucion
salina al 0.9%. Inmediatamente se realiz6 una craneotomia para extraer el
cerebro, el cual se colocé en 20 ml de soluciéon Golgi-Cox para ser almacenados
en completa obscuridad por 14 dias. A los primeros siete dias se cambid la
solucion con solucion fresca de Golgi-Cox y se dejé concluir el tiempo ya indicado.

Posteriormente, los cerebros se cambiaron a solucion de sacarosa al 30% por un
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periodo de 5 dias para proceder al corte de los mismos (Gibb et al., 1998; Levine
et al., 2013).

Se obtuvieron cortes coronales de hipocampo dorsal de 200 um de grosor
con un vibrotomo (vibrotomo manual NVSL®, 2007); se colocaron en portaobjetos
gelatinizados al 2% en una camara humeda por 24 horas. Posteriormente se
realizé el revelado de los cortes histolégicos: se colocan las laminillas en agua
destilada por 1 minuto para enjuagarlas, después en hidréxido de amonio por 30
minutos. Se enjuaga nuevamente en agua destilada por 1 minuto y se colocan en
fijador rapido de Kodak® por 30 minutos. Se vuelven a enjuagar en agua destilada
por 1 minuto. Posteriormente se procede a la deshidrataciéon del tejido: se incuban
las laminillas en diferentes concentraciones de alcohol (50%, 70%, 95%) por 1
minuto para cada concentracién y dos pasos de alcohol al 100% por 5 minutos
respectivamente. Como ultimo paso se dejaron las laminillas durante 15 minutos
en xileno, transcurrido este tiempo, se fijaron en resina sintética (Entellan®) y se
dejaron secar aproximadamente por 3 dias para la observacién al microscopio.

Observacion y analisis de neuronas CA1 y CA3 de hipocampo

dorsal

Las neuronas se observaron mediante un microscopio Optico que tiene
acoplada una camara lucida (Leica®, Figura 7). Se dibujaron 20 neuronas por
cada cerebro a una amplificacion de 400X, 10 neuronas piramidales CAl1 y 10
neuronas piramidales CA3: 5 neuronas del hemisferio derecho y 5 del hemisferio
izquierdo. Solo se dibujaron aquellas neuronas que se encontraban en la region
CA1 y CA3 del hipocampo dorsal con buena impregnacion de la tinciébn, completas
y con soma piramidal, preferentemente aisladas, es decir, que no formaran parte
de un cumulo de neuronas.

Se dibujaron espinas dendriticas del tercer orden de ramificacion a una

amplificacion de 1000X de segmentos dendriticos de al menos 10 um de longitud.
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Figura 7. Método para dibujar las neuronas piramidales. Se ilustra el microscopio 6ptico acoplado a una
camara lucida, por la cual se observan las neuronas y se dibujan para su posterior analisis, (Tomado y
modificado de Kolb et al., 1998).

Una vez obtenidos los dibujos de las neuronas, se calculé con ayuda del
analisis de Sholl el nimero de intersecciones dendriticas y a partir de ese
parametro se calculd la longitud del arbol dendritico, el nimero de ramificaciones y

el nimero maximo de orden dendritico por cada neurona (Figura 8).

Figura 8. Analisis de Sholl. Consiste en colocar una plantilla de circulos concéntricos sobre la neurona en
donde el primer circulo se coloca en el soma y se cuentan las intersecciones dendriticas en cada circulo

concéntrico, (Tomado y modificado de Kolb et al., 1998).
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Prueba de reconocimiento de objetos

Se realiz6 un estudio exploratorio para el segundo lote de ratas destinadas
a medir la capacidad de aprendizaje y memoria; este lote fue trasladado al cuarto
de conducta 30 minutos antes de iniciar la prueba. En cada prueba las ratas se
colocaron en el centro de la caja, orientadas hacia la misma pared trasera, en

completo silencio y con un foco de 40 Wattz de luz roja constante.

Habituacion

Se colocé a la rata en una caja de madera con dimensiones de 81x61x30.4
cm, cubierta con una cama de aserrin y se le permiti6 explorarla durante 15
minutos, concluido el tiempo, se colocé nuevamente a la rata en su caja hogatr.
Entre cada rata se lavo perfectamente la caja con agua, jabdn liquido y alcohol al
10% y se cambi6é el aserrin con el objetivo de eliminar rastros de olor que
influyeran en la conducta expresada por el siguiente animal puesto a prueba
(Antunes et al., 2012; Ennaceur, 2010). Después de 24 horas de esta fase, se

realizé la fase de muestra.

Fase de muestra

Esta fase consisti6 en preparar la caja de madera como se describi
previamente pero ahora contenia 4 objetos que denominamos familiares (F) de
tamafio similar pero de diferentes texturas, colores y formas; entre el objeto y el
vértice de la caja se dej6é una separacion de 12 cm para que el animal pudiera
explorar el objeto completamente. Se emplearon 4 objetos para evitar que la rata
tuviera preferencia por alguna esquina.

El tiempo que se le dio a la rata para esta fase fue de 5 minutos. Concluido
este tiempo, se le dio al animal un descanso de 30 minutos, el cual se aprovecho
para lavar los objetos meticulosamente con agua, jabon y alcohol al 10%, de igual
manera se lavé la caja de madera y se cambio el aserrin, para eliminar todo rastro

de olor. Este procedimiento se repitié entre cada cambio de rata.
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Fase de eleccion (memoria a corto plazo)

Una vez transcurridos los 30 minutos de descanso se someti6 a la rata a la
fase de eleccion.

La caja de madera se prepar6 como se describié previamente, para esta
fase, se dejaron 3 objetos empleados en la fase de muestra (F) y se agrego6 1
objeto novedoso (N) cambiando de lugar todos los objetos (de esquina superior a
inferior de manera cruzada). Se colocé de nuevo a cada rata dentro de la caja
durante 5 minutos, y terminado este tiempo se retird6 al animal para lavar los
objetos y la caja (Figura 9).
Concluida la prueba, se regres6 a la rata a su caja hogar y se le dej6 descansar

durante 15 dias.

O A G——» Objeto N
* A O

Fase de muestra Fase de eleccion

Figura 9. Prueba de reconocimiento de objetos. Se muestra el diagrama de la prueba de RO.

Fase de eleccion a los 15 dias (memoria a largo plazo)

En esta fase se realiz6 de la misma manera, los objetos F se siguieron
manteniendo, se quitd el objeto N y se sustituyd por otro. Los cuidados hacia los
objetos y la caja fueron los mismos asi como el tiempo de exploracion (5 minutos).
Todas las fases fueron video grabadas para posteriormente ser analizadas.

De ambas fases de eleccion se midi6 el tiempo total que la rata paso
explorando tanto los objetos familiares como el objeto novedoso, tomando en

cuenta lo siguiente:
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Se consideré como exploracion del objeto cuando la rata dirigia la nariz a
una distancia < 2cm hacia el objeto, lo olfateaba y/o lo tocaba con las patas
delanteras. No se conté como exploracion si la rata se acostaba, sentaba o
pasaba sobre el objeto.

Los tiempos de exploracion fueron obtenidos con ayuda de un cronémetro.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del andlisis de Sholl y los datos de longitud
dendritica por orden de ramificacion fueron analizados con una ANOVA de 2 vias,
posteriormente se realizO una post-ANOVA de comparaciones multiples de
Bonferroni, siendo las variables independientes el tipo de rata, el orden de

ramificacion y el circulo concéntrico.

Los datos de longitud dendritica total, densidad de espinas dendriticas y
aprendizaje y memoria espacial (Anexo 1) se analizaron con una ANOVA de una
via, teniendo como variable dependiente la longitud, el nimero de espinas

dendriticas y el tiempo de exploracion.

Para todos los resultados se considerd una diferencia significativa cuando
P<0.05. Todas las pruebas estadisticas se realizaron en el programa GraphPad
Prism 5.0.
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Resultados

Las neuronas que se emplearon para este estudio tenian las caracteristicas
primordiales de una neurona piramidal. Se analizaron aquellas neuronas que se
tiferon completamente con la tincion de Golgi-Cox, con soma piramidal y los

arboles dendriticos completos (Figura 10 y 11).

Control

Figura 10. Neuronas piramidales CA1 de hipocampo dorsal. Se muestra en A) la neurona CA1l de la rata SD
control, en C) las espinas dendriticas basolaterales y en D) las espinas dendriticas apicales. En B) se muestra
una neurona CA1 de la rata Taiep, en E) las espinas dendriticas basolaterales y en F) las espinas dendriticas
apicales. Notese que la neurona CAl de la rata Taiep presenta poca ramificacion dendritica basal y apical
cuando se compara con el grupo control, sin embargo, no se observa una diferencia significativa en la cantidad
de espinas dendriticas para ambos grupos.
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Control Taiep

e

Figura 11. Neuronas piramidales CA3 de hipocampo dorsal. Se muestra en G) una neurona
piramidal CA3 de la rata SD control, en I) sus espinas dendriticas basolaterates y en J) sus espinas
dendriticas apicales. En H) se muestra una neurona CA3 de la rata Taiep, en K) sus espinas
dendriticas basales y en L) sus espinas dendriticas apicales. Se observa que en el grupo de la rata
Taiep, la ramificacién dendritica apical es menor en comparacion con el grupo control, sin embargo, la
cantidad de espinas dendriticas y su distribucion a lo largo de la dendrita no presenta diferencias
significativas para ambos grupos.
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Resultados morfoldgicos

Neuronas piramidales CAl del hipocampo dorsal

De acuerdo a los datos obtenidos con el analisis de Sholl se observa una
disminucion en el numero de intersecciones dendriticas del &rbol dendritico
basolateral de las neuronas piramidales CAl1 de las ratas Taiep y portadoras
respecto del grupo control (Figura 12, valores negativos). En las ratas Taiep, la
disminucién se presenta en los circulos concéntricos 5 al 8 y en las ratas
portadoras la disminucién se encuentra en los circulos concéntricos 6 al 11
(ANOVA de dos vias: fenotipo [F2 437 =43.58, P<0.0001]; circulo concéntrico [F22 437
=437.1, P<0.0001]; interaccion [F44,437 = 1.920, P<0.0006]).

El arbol dendritico apical de las ratas portadoras presentan una disminucion
significativa en el circulo concéntrico nimero 11 respecto al grupo control (Figura
12, valores positivos, ANOVA de dos vias: fenotipo [F,513 = 36.45, P<0.0001;
circulo concéntrico [Fzs13 = 58.16, P<0.0001]; interaccion [Fsys13 = 0.6265,
P<0.9809])
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Figura 12. Arborizacion dendritica de neuronas CA1l de hipocampo dorsal. Intersecciones por circulo
concéntrico. A Control vs Portador, * Control vs Taiep; A, * p<0.05; A\, ** p<0.01; AA p<0.001 .
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Los resultados obtenidos de la longitud por orden de ramificacion muestran
una disminucion al nivel del 4to orden de ramificacion dendritica del é&rbol
basolateral de neuronas CAl de ratas Taiep y portadoras respecto del grupo
control (Figura 13, valores negativos, ANOVA de dos vias: fenotipo [F2 15, = 7.590,
P<0.0005]; orden de ramificacion [F7 s, = 280.8, P<0.0001]; interaccion [Fis1s52 =
2.761, P<0.0011}).

Del &rbol apical, el grupo de las ratas portadoras presenta una disminucion
de la longitud dendritica en el ler orden de ramificacion al compararlas con el
grupo control (Figura 13, valores positivos, ANOVA de dos vias: fenotipo [Fz114 =
4.129, P<0.0186]; orden de ramificacion [Fs 114 = 183.9, P<0.0001]).
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Figura 13. Longitud dendritica por orden de ramificacion de neuronas CA1l de hipocampo dorsal. A

Control vs Portador, * Control vs Taiep; A p<0.05; AAA; *** p<0.001.
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Los resultados obtenidos de longitud dendritica total del arbol basolateral de
neuronas CA1l (Figura 14A), indican que existe una disminucion significativa entre
el grupo de las portadoras [F, .1 = 7.586, P<0.0038] y las Taiep respecto del grupo
control, mientras que los arboles apicales de estas neuronas no muestran

diferencias significativas entre los grupos (Figura 14B).
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Figura 14. Longitud dendritica total de neuronas piramidales CA1l de hipocampo dorsal. A) arbol
dendritico basolateral y B) arbol dendritico apical. A Control vs Portador, * Control vs Taiep; * p<0.05; AA
p<0.01.
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Neuronas piramidales CA3 del hipocampo dorsal

Los datoa obtenidos con el analisis de Sholl muestran que el arbol
basolateral de las neuronas piramidales CA3 de las ratas Taiep y de las ratas
portadoras muestra una disminucién significativa en el nUmero de intersecciones
dendriticas por circulo concéntrico respecto del grupo control. El grupo de las ratas
Taiep muestra esta disminucién en los circulos concéntricos 7 al 13 y el grupo de
las ratas portadoras muestra una disminucién en los circulos concéntricos 8 al 14
(Figura 15, valores negativos, fenotipo, [F.s13 = 66.65, P<0.0001]; circulo
concéntrico [F2s513 = 309.8, P<0.0001]; interaccion [Fsz 513 = 2.350, P<0.0001]).

El arbol apical de las ratas portadoras de esas neuronas muestran una
disminucién en los circulos concéntricos 13 al 22 respecto a las ratas SD control,
(Figura 15, valores positivos, fenotipo [F2s13 = 49.97, P<0.0001]; circulo
conceéntrico [Fys513 = 66.63, P<0.0001]; interaccion [Fs; 513 = 3.055, P<0.0001)).
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Figura 15. Arborizaciéon dendritica de neuronas CA3 del hipocampo dorsal. Intersecciones por circulo
concentrico. A Control vs Portador, * Control vs Taiep; A p<0.05, AA, ** p<0.01, AAA, *** p<0.001.
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En la longitud dendritica por orden de ramificacion encontramos que las
ratas Taiep exhiben una disminucion significativa al nivel del 3er y 4to orden de
ramificacion del &rbol basolateral, mientras que las ratas portadoras solamente
disminuyen su longitud dendritica en el 3er orden de ramificacién respecto del
grupo control (Figura 16, valores negativos, fenotipo [F2 15, = 9.666, P<0.0001];
orden de ramificacion [F7 152 = 171.2, P<0.0001]).

En cuanto al arbol dendritico apical, observamos que las ratas Taiep
presentan una disminucién en la longitud en el ler orden de ramificacion y las
ratas portadoras muestran una disminucion de la longitud dendritica en los circulos
conceéntricos 2 y 3 respecto del grupo control y las ratas Taiep (Figura 16, valores
positivos, fenotipo [F2 114 = 4.494, P<0.0002]; orden de ramificacién [Fs 114 = 139.0,
P<0.0001]; interaccion [Fi0,114 = 1.943, P<0.0463].
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Figura 16. Longitud dendritica por orden de ramificacion de neuronas CA3 de hipocampo dorsal. A

Control vs Portador, * Control vs Taiep, Portador vs Taiep; *, A p<0.05; AA, **, 86 p<0.01
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Respecto a la longitud dendritica total de las neuronas CA3 de hipocampo
dorsal, encontramos que las ratas Taiep y las ratas portadoras muestran una
disminucién significativa del arbol basolateral al compararlas con el grupo control
(Figura 17A, [F221 = 7.368, P<0.0043]), mientras que para el arbol apical se
observa que el grupo de las ratas portadoras presentan una disminucion de la
longitud dendritica solo respecto al grupo control (Figura 17B, [F221 =6.603,
P<0.0066])).
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Figura 17. Longitud dendritica total de neuronas piramidales CA3 de hipocampo dorsal. A) arbol
dendritico basolateral y B) &rbol dendritico apical. A Control vs Portador, * Control vs Taiep. * p<0.05, AA
p<0.01.
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Densidad de espinas dendriticas de neuronas CAl y CA3

Los arboles dendriticos basolaterales y apicales de neuronas piramidales

CAl y CA3 de hipocampo dorsal no muestran cambios significativos en la

densidad de espinas dendriticas entre los grupos (Figura 18).
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Figura 18. Densidad de espinas dendriticas de neuronas CA1l y CA3 del hipocampo dorsal. A) arbol

basolateral (p=0.053)) y B) arbol apical (p=0.045) de neuronas CA1 del hipocampo dorsal. C) arbol basolateral

(p=0.055) y D) arbol apical (p=0.221) de neuronas CA3 del hipocampo dorsal.
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Resultados de aprendizaje y memoria
Prueba de reconocimiento de objetos

Para los resultados obtenidos en la fase de eleccion a corto plazo y a largo
plazo, la ANOVA de una via mostré que todas las ratas independientemente del

grupo al que pertenecian tuvieron una tendencia a explorar por mas tiempo el
objeto novedoso (Figura 19).
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Figura 19. Tiempo de exploracién en la prueba de aprendizaje y memoria. Tiempo de exploracion invertido
en los objetos familiares y novedosos en la fase de eleccion a corto plazo (A), (p=0.417) y largo plazo (B),
(p=0.458) después de la adquisicion del aprendizaje. Se grafican los promedios + e.e de los tiempos de
interaccion que cada grupo paso con los objetos.
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Discusion

En el presente estudio, se muestra que los arboles dendriticos apicales y
basales de neuronas piramidales CA1 y CA3 de hipocampo dorsal de ratas Taiep y
ratas portadoras adultas presentan una disminucion en el numero de
intersecciones dendriticas, longitud dendritica por orden de ramificacion y longitud
dendritica total. Asi mismo se muestra que el proceso de aprendizaje y memoria

no se ve afectado.

Se ha considerado a la edad como un factor importante que provoca
cambios en la estructura y en la funcion del cerebro, lo que conlleva a un decline
en la memoria, en la actividad motora, en los patrones del suefio y en la funcién
neuroendocrina cuando el individuo envejece. Estos cambios son ocasionados
primordialmente por la muerte de neuronas asi como por una retraccion dendritica
de los arboles y una disminucién en la cantidad de neurotransmisores liberados
como la dopamina, la norepinefrina y la acetilcolina, lo que ocasiona un déficit en
la sinapsis y un desequilibrio de los circuitos neuronales. Por otra parte,
investigaciones previas han mostrado que por la edad, el sistema nervioso
presenta un deterioro progresivo de las células debido a un dafio genético o a una

acumulacion de radicales libres (Kandel et al., 2000).

En el caso de la rata Taiep se ha mostrado un incremento en los niveles de
oxido nitrico (ON) (Ledén-Chavez et al., 2003; Le6n-Chéavez et al., 2006), lo cual se
ha relacionado con apoptosis y necrosis neuronal (Zhou et al., 2000; Zhang et al.,
2004). Soto-Rodriguez y colaboradores (2012) a su vez mostraron que la
produccion de ON en el cerebelo de la rata Taiep a los 30 dias de edad incrementa
un 95% + 2% y alcanza su nivel maximo a los 3 meses de vida (155% * 46%)
comparados con las ratas SD no mutantes, mientras que en el tallo cerebral, la
produccion de ON incrementa significativamente 73% + 19% a los 3 meses de
edad, 60% + 23% a los 6 meses y 371% + 80% a los 8 meses lo que provoca una
disminucién en el nidmero de neuronas y una reduccion de las proyecciones

dendriticas, asi como una anormalidad en la morfologia de las neuronas de

Pagina | 38



Analisis morfoldgico de neuronas CAl y CA3 de hipocampo dorsal y evaluacion del proceso de aprendizaje y memoria
espacial en ratas Taiep adultas

Purkinje en el cerebelo y de las neuronas magnocelulares del tallo cerebral (Ledn-
Chavez et al., 2006; Soto-Rodriguez et al., 2012).

Sin embargo la presencia de ON y sus isoformas (INOS y nNOS, por sus
siglas en ingles), no sdélo se expresan en el cerebelo sino también en el hipocampo
de ratas adultas, indicando que la produccion y distribucion de ellas es diferente
en cada region del cerebro y dependiente de la edad de los animales (Siles et al.,
2002).

Con base en estos antecedentes nuestros resultados relacionados con una
disminucién de la ramificacion dendritica de los arboles basales y apicales de
neuronas CAl y CA3 de ratas Taiep y portadoras adultas pueden deberse a que
ademas de la desmielinizacion producida por la mutacion, el ON y sus isoformas
producen una neurotoxicidad que conlleva a la pérdida de neuronas y de sus

ramificaciones en el cerebro (Vernet et al., 1998).

La densidad de espinas dendriticas no se vio afectada en ratas portadoras y
Taiep a pesar de la reduccién en la arborizacién dendritica, lo que surgiere que la
arborizacion dendritica de los arboles y la expresion de espinas dendriticas son
procesos independientes (Kolb et al., 1998), o bien, que los cambios en la
densidad de espinas se realizan en otras poblaciones celulares del hipocampo
(Burke et al., 2006).

En investigaciones previas se han reportado alteraciones en la transmision
sinaptica en estructuras como la médula espinal y el hipocampo de la rata Taiep
(Bonansco et al., 2004; Bonansco et al., 2006; Bonansco et al., 2009; Fuenzalida
et al., 2009) debido a una constante liberacion de glutamato. Después de que un
potencial de accién ha llegado a la terminal presinaptica hay un flujo intracelular
del Ca™, lo que provoca la liberacion del neurotransmisor glutamato por algunos
milisegundos, generando una corriente postsinaptica excitatoria (CPE), sin
embargo en algunas sinapsis centrales y periféricas, la liberacion sincronica del
neurotransmisor puede ser seguida por niveles mas bajos de liberacién,

generando una corriente sinaptica asincronica, tal como se ha observado en la
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rata Taiep (Bonansco et al., 2006), por lo que en este organismo, la elevada
liberacion del Ca™ presindptico es un factor determinante en la liberacion
asincrénica del glutamato, lo que ocasiona una alteracion en la distribucién de los
receptores de glutamato en el hipocampo y por lo tanto un incremento en la

probabilidad de toxicidad neuronal (Bonansco et al., 2009).

La toxicidad neuronal o también conocida como dendrotoxicidad generada
por la excesiva liberacion de glutamato provoca un incremento en la actividad de
los receptores de glutamato, lo que promueve la entrada excesiva de Ca*" a la
célula, que es secuestrado por la mitocondria. Esto ocasiona un incremento del
Ca'™ mitocondrial, que genera una disfuncién metabdlica, la produccion de
radicales libres y la activacion de proteasas, 0xido nitrico, etc. lo que finalmente
produce una degeneracion de las neuronas y su posterior muerte (Kandel et al.,
2013).

Mark y colaboradores (1996) demostraron que la cantidad de Ca*" que
entra a una neurona piramidal esta directamente relacionada con la edad ya que a
partir del primer mes de vida ocurre un incremento de Ca* intracelular, lo que
ocasiona un aumento en el volumen del soma y la retraccién de las dendritas,
debido a que la alta concentracion de Ca™ disminuye el metabolismo celular y
degrada las proteinas del citoesqueleto. Es posible que esa sea la causa de la

retraccion dendritica observada en nuestros resultados.

En cuanto a los receptores de glutamato (NMDA) y su excesiva activacion,
nuestros resultados concuerdan con Dekkers (1994) y Bellinger (1987), los cuales
mencionan que la constante estimulacion y liberacion de neurotransmisores
ocasiona una disminucién en el niamero y en la longitud de dendritas, factor
fuertemente relacionado con la edad, generando una pérdida o relocalizacion de la
sinapsis (Dekkers et al., 1994), ademas de que este proceso se ha asociado con
diferentes enfermedades neurodegenerativas como la epilepsia, aunque a la edad
de las ratas Taiep utilizadas en este trabajo no se presenta epilepsia, algunos

autores han propuesto que las convulsiones prolongadas o recurrentes provocan
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un dafio neuronal y la muerte de muchas regiones cerebrales, especialmente el
hipocampo, generando una disminucion en la longitud total, el numero de
ramificaciones dendriticas y una reduccion de la densidad de espinas dendriticas
tanto de neuronas CA1 como de neuronas piramidales CA3 (Swann et al., 2000;
Nishimura et al., 2011).

De acuerdo con resultados obtenidos de la morfologia neuronal de la rata
mutante Taiep joven (Bravo-Duran, 2013), también el arbol basolateral de
neuronas CA1l y CA3 exhibe una mayor disminucion de la arborizaciéon dendritica
en comparacion con el arbol apical, y ademas presentan un decremento en la
densidad de espinas dendriticas, por lo cual proponemos que la edad y el grado
de desmielinizacion son factores que influyen en la retraccion dendritica de las

neuronas piramidales CA1 y CA3 del hipocampo dorsal.

En el raton mutante MeCP2 adulto, el cual presenta ataxia, convulsiones y
un decline en la capacidad cognitiva, las neuronas piramidales CA1 presentan una
reduccion de la arborizacion dendritica basolateral (Wang et al., 2013) y una
disminucién en la densidad de espinas dendriticas (Robinson et al; 2012), en
cambio, nosotros mostramos que las neuronas CA3 son las mas afectadas en
comparacion con las neuronas CAl, esto se puede deber a las propiedades
funcionales de las neuronas. Las neuronas piramidales CA3 reciben impulsos
excitatorios de 3 regiones principales: 1) de las células granulares del giro
dentado, 2) de la capa Il de la corteza entorrinal y 3) de los axones de otras
neuronas CA3, por lo que la entrada de impulsos en esta region es numerosa
requiriendo una mayor activacion de los receptores NMDA, en cambio las
neuronas CALl reciben impulsos nerviosos de la corteza entorrinal y de las
neuronas CA3, ademas se ha registrado que también reciben impulsos
neuromoduladores de regiones subcorticales, activando receptores de dopamina
mientras que los receptores a glutamato mantienen una distribucion aleatoria y en
menor proporciéon (Andersen et al., 2007). Estudios electrofisiolégicos han
documentado que el receptor de dopamina D2 es sintetizado por las neuronas

piramidales CAl y las células granulares del giro dentado, y se encuentran
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principalmente en el estrato lacunosum-moleculare, en donde se localizan los
arboles dendriticos de las neuronas piramidales. ElI incremento en las
concentraciones de glutamato activa a los receptores D2, los cuales funcionan
como un inhibidor de la excitabilidad neuronal, sugiriendo que la dopamina juega
un rol inhibitorio en las células piramidales del hipocampo ante una constante
excitabilidad, proporcionando proteccion a las neuronas CAl ante la
neurotoxicidad inducida por glutamato (Bozzi et al., 2000). Es posible por tanto
que las dendritas de las neuronas CA3 sean mas susceptibles a la reduccién

dendritica que las dendritas de las neuronas CAL.

En investigaciones previas se ha reportado que las alteraciones en los
arboles dendriticos del hipocampo dorsal conllevan a un decline de los procesos
cognitivos (Ishizuka et al., 1995; Bellinger et al., 1978; Grill y Riddle 2002;
Montgomery y Buzséka, 2007; Bravo-Duran, 2013), sin embargo, a pesar de que
los resultados del analisis morfolégico de las neuronas piramidales del hipocampo
dorsal muestra una disminucién en la ramificacion dendritica, la prueba de
aprendizaje y memoria fue ejecutada de manera eficiente por los animales. Esto
se puede deber a que las estructuras del I6bulo temporal medial (hipocampo, giro
dentado, corteza perirrinal, corteza entorrinal) maduran a diferente tiempo, lo que
favorece el proceso de aprendizaje y memoria a diferentes edades (Alvarado et
al., 2000; Reger et al., 2010), sugiriendo que cuando hay algun dafio en alguna
estructura puede existir alguna otra que funcione como relevo evitando que el

impacto del dafio sea mayor durante cierto periodo de tiempo.

Es posible considerar que la conectividad funcional del hipocampo de la
rata Taiep adulta presenta anormalidades (Roosendaal et al., 2010), sin embargo
las consecuencias funcionales sean mayormente notables en modelos seniles. Por
otro lado, la sintomatologia de la rata Taiep no fue impedimento para la
exploracién de los objetos, lo que permite evaluar las capacidades cognitivas

reales de los organismos.
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Sugerimos realizar estudios de la morfologia neuronal del hipocampo de
ratas seniles asi como en las estructuras que colaboran en la adquisicion y

retencion de la informacién como la corteza entorrinal y la neocorteza (Alvarez &

Squire, 1994).
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Conclusion

La rata Taiep macho adulta presenta una disminucion significativa en la
arborizacion dendritica de los arboles basolaterales tanto de neuronas piramidales

CA1 como de neuronas CA3 del hipocampo dorsal.

La rata portadora adulta muestra una disminucion significativa en la
arborizacion dendritica de los arboles basales y apicales de neuronas CA3del

hipocampo dorsal.

La densidad de espinas dendriticas no se ve afectada en las neuronas CAl

y CA3 del hipocampo por el fenotipo portador o Taiep.

El desempefio de las ratas portadoras y Taiep adulta en la prueba de
aprendizaje y memoria espacial de reconocimiento de objetos es tan eficiente

como el de las ratas que no portan la mutacion.
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Anexo 1

Variables a evaluar

Indicador

Descripcién

Longitud dendritica por orden de

ramificacion

Nos indica la complejidad de los
arboles dendriticos que presenta una
neurona. Se calcula con la suma de
intersecciones dendriticas en circulos
concéntricos por orden de ramificacion
y Se expresa en um.

Longitud dendritica total

Es el tamafio del &rbol dendritico
completo. Se calcula con la suma de
intersecciones dendriticas por circulo
concéntrico que tiene un radio de 10
um y el resultado se expresa en um.

Densidad de espinas dendriticas

Es la cantidad de espinas por unidad de
longitud dendritica. Se expresa como el
promedio de espinas de un fragmento
dendritico de 10 pm.

Aprendizaje y memoria espacial
(Prueba de reconocimiento de objetos)

Es la capacidad de reconocer un objeto
novedoso en un ambiente familiar. Se
evalla el tiempo en segundos que
invierte la rata en explorar un objeto
nuevo.
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Anexo 2

Esta investigacion se presentd en the 45th Annual Meeting of the Society for
Neuroscience, con el titulo:

Morphologyical Analisis of CA1-CA3 neurons of dorsal hippocampus and

evaluating the learning and spatial memory process in adult Taiep rats.
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