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RESUMEN

La hipofuncion transitoria de los receptores NMDA durante la maduracion
cerebral ha sido asociada con alteraciones celulares y conductuales que
mimetizan sintomas de la esquizofrenia. Esta condicion puede ser mimetizada
exitosamente en animales de laboratorio si durante su desarrollo postnatal se
administra un bloqueador no competitivo de receptores glutamatérgicos tipo
NMDA, como lo es el MK-801. En esta tesis, se combind la evaluacion
conductual con registros electrofisiolégicos extracelulares en rebanadas de
hipocampo, obtenidas de animales tratados con MK-801 (0.2 mg/kg) entre el
dia postnatal 7 y 11. Las evaluaciones se realizaron a los 30 y 90 dias
postnatales. Los resultados muestran que en los animales tratados con MK-
801 se presenta un deterioro en la ejecucion de la prueba conductual de
laberinto de Barnes. A nivel electrofisioldgico, se observa una reduccion en la
transmision sinaptica excitadora, acompafiada por dafio en la induccion,
expresion y mantenimiento de la potenciacion a largo plazo en la region CAL
del hipocampo de estos animales. De manera complementaria, observamos
gue los animales tratados en la etapa neonatal con MK-801 muestran una
reversion del deterioro cognitivo y una recuperacion de sus capacidades
plasticas en respuesta a infusién de un agonista selectivo de receptores
dopaminérgicos D1-like via intrahipocampal en la region CAl dorsal. En
conjunto, estos resultados muestran por primera vez, que el tratamiento
neonatal con MK-801 genera alteraciones conductuales progresivas, asi como
en las capacidades plasticas de la regiéon CA1 del hipocampo. El dafio causado
por la hipofuncion de receptores NMDA puede ser contrarrestado con
tratamientos farmacologicos que involucren la activacion de receptores

dopaminérgicosD1-like en el hipocampo.



ABSTRACT

The transient hypofunction of NMDA receptors during brain maturation has
been linked to cellular and behavioral alterations that mirror symptoms of
schizophrenia. In line with this notion, neonatal treatment with a noncompetitive
NMDA receptor antagonist, MK-801, mirror cognitive symptoms of
schizophrenia. By combining behavioral studies and electrophysiological
extracellular recordings from hippocampal acute slices, we uncovered a
progressive impairment in synaptic transmission in rats neonatally treated with
MK-801. A reduction in synaptic strength and impairments in short- and long-
term plasticity processes, as well as in the late phase of long-term potentiation
(LTP) during the preadolescent stage (PND 30) was observed. This synaptic
impairment is accompanied by behavioral deficits in the Barnes maze
performance during the consolidation phase. Likewise, at PND 90 a significant
deterioration in long-term synaptic plasticity (LTD and LTP) accompanied by L-
LTP disturbances and alterations in the rat’s performance in the Barnes maze
(acquisition and consolidation phase). On the other hand, our results also show
that perfusion of a dopaminergic D1-like agonist in the hippocampal slices’
media reverses the alterations observed in the late phase of the LTP. and
behavioral disturbances in Barnes maze consolidation in both developmental
stages of neonatal MK-801 treated animals (30 and 90 PND). Taken together
our results shown that hippocampal behavioral and electrophysiological
disturbances, in a schizophrenia model are progressive and macromolecular
dysregulation associated to the establishment of mnemonic process can be
countered with pharmacological treatments that evolved hippocampal

dopamine D1-like receptor.



INTRODUCCION

La esquizofrenia es un desorden mental severo que afecta el pensamiento y
comportamiento del individuo (Howes & Murray, 2014; Konradi & Heckers,
2003; Weickert et al., 2013), llevandolo a un estado de delirios, alucinaciones,
asi como afectaciones en el habla, disminucién en la sociabilidad y
disfunciones cognitivas marcadas. La esquizofrenia tiene un alto costo en la
salud publica, lo que lo convierte en un problema social de alto impacto
(Agarwal et al., 2016), que tiene una incidencia mundial de alrededor del 1 %
(Howes & Murray, 2014). La etiologia de la enfermedad es poco conocida e
involucra un componente genético elevado, asi como la participacion de
factores ambientales que pueden interactuar con la susceptibilidad genética
(Jablensky, 2010).

Los sintomas se comienzan a manifestar durante la adolescencia tardia o a
principios de la adultez, observandose una mayor incidencia en hombres que
en mujeres; sin embargo, la prevalencia en ambos sexos es similar (Abel et
al., 2000).

1. Sintomas de la esquizofrenia

La sintomatologia de la esquizofrenia involucra una marcada incapacidad
psicosocial y cognitiva que se manifiesta a lo largo de la vida del individuo. Su
aparicion puede variar de acuerdo con la severidad de la enfermedad. De
manera consistente, los sintomas comienzan a manifestarse durante la
adolescencia tardia o a principios de la etapa adulta. Estos sintomas se dividen

en tres grandes grupos que seran explicados a continuacion.



- Sintomas Positivos

Los sintomas positivos estan caracterizados por la percepcion de estimulos
inexistentes que causan una alteracién de la realidad. Los sintomas mas
comunes y manifestados con mayor frecuencia son los delirios y las
alucinaciones. Entre los primeros, el mas comun es el delirio persecucion,
insercion y control del pensamiento. Con respecto a las alucinaciones, éstas
se pueden manifestar en cualquier modalidad sensorial, siendo las auditivas
las mas comunes. De igual forma, se manifiestan distorsiones de la realidad
como sentimientos inapropiados y pensamientos desorganizados (Andreasen,
1985; Vinson & Conn, 2012).

- Sintomas Negativos

Los sintomas negativos mas conocidos involucran una pérdida de las
expresiones afectivas, abulia (pérdida de la motivacién), disminucién en el
habla, anhedonia (incapacidad de experimentar placer), falta de iniciativa y una
reduccion marcada en la habilidad social (Jablensky, 2010; Tandon et al.,
2009).

- Sintomas Cognitivos

Los sintomas cognitivos reflejan una reduccién en la memoria declarativa,
deterioro en la memoria de trabajo y un déficit en la atencion selectiva y
sostenida. Las deficiencias cognitivas asociadas a la esquizofrenia
representan uno de los mayores problemas de este padecimiento, pues se
asocian con una incapacidad para realizar actividades cotidianas que
involucren la toma de decisiones y la familiarizacion con los entornos que

rodean a los individuos (Rajji et al., 2014).



2. Teorias del origen de la esquizofrenia

Debido a que la esquizofrenia es un padecimiento multifactorial con un origen
poco claro, se han postulado diversas teorias que tratan de elucidar y explicar
la fisiopatologia de la enfermedad. Estas teorias tienen su fundamento en
estudios que reportan la presencia de factores de predisposiciéon (Duncan et
al., 1999; Fatemi & Folsom, 2009; Harrison, 1997; Owen et al., 2011). Por
ejemplo, hay una correlacion directa entre la predisposicion a desarrollar
esquizofrenia con mutaciones genéticas presentes en distintas generaciones
de la misma familia (Ej. DISC1, NRX1). Otras teorias engloban agentes
etiologicos como lo son: enfermedades virales durante la gestacion,
complicaciones prenatales, reacciones autoinmunes, modificaciones en
distintos sistemas de neurotransmision como el dopaminérgico y el

glutamatérgico.

A pesar de que cada teoria representa un acercamiento importante a la
explicacion biologica de la esquizofrenia, estas hipétesis estan basadas
mayormente en evidencia indirecta o circunstancial (Angeles, 1984; Duncan et
al., 1999). Aun asi, persisten al menos tres grandes teorias que explican el
origen de este padecimiento: la teoria dopaminérgica (también denominada
teoria mesolimbica), la teoria de la hipofuncidon glutamatérgica y la teoria del

neurodesarrollo, las cuales son explicadas detalladamente a continuacion.

- Teoria Dopaminérgica

La teoria mesolimbica fue la primera que intenté explicar la fisiopatologia de
este padecimiento. Esta teoria postula un malfuncionamiento de las
proyecciones del mesencéfalo a regiones limbicas como las causantes de los
sintomas psicoticos (McCutcheon et al., 2019). En 1967, Van Rossum
relacioné la actividad de los antipsicéticos con el sistema dopaminérgico, a

través de la activacion de los receptores dopaminérgicos D2-like, puesto que



estos receptores son el principal sitio de accion de la mayoria de los
antipsicéticos ocupados en clinica para el tratamiento de este padecimiento
(McCutcheon et al., 2019; Seeman & Kapur, 2000). Por lo tanto, esta teoria
tiene como fundamento que el inicio y transcurso de los sintomas psicoticos
son consecuencia de una hiperactividad en la neurotransmision
dopaminérgica del area tegmental ventral (ATV) y los sintomas negativos y
cognitivos son consecuencia de una hipoactividad de las terminales de las
neuronas dopaminérgicas mesocorticales (Farde, 1997). En la figura 1 se
muestran las vias dopaminérgicas involucradas en la esquizofrenia y los

sintomas a los cuales se asocian

) = P [ Cortex ] Disfuncioén en la via
Hiperactividad de la via i rtical
mesolimbica soco ica

oy .
TS

Sintomas positivos Sintomas r.u?gatlvos Y
cognitivos

INSTITUTO DE
PSICOFARMACOLOGIA

Figura 1. Vias dopaminérgicas asociadas a los sintomas de la esquizofrenia. (Imagen tomada y
modificada del instituto de psicofarmacologia; http://psicofarmacologia.com)

- Teoria Glutamatérgica

Actualmente se sabe que los individuos esquizofrénicos presentan
alteraciones en la neurotransmision glutamatérgica, particularmente en la
funcién del receptor tipo NMDA. Estas alteraciones influyen en el desarrollo de
las anormalidades a nivel molecular, celular y conductual observadas en
individuos esquizofrénicos (Snyder & Gao, 2013). Esta teoria se origin6é por

observaciones clinicas que mostraron que la administracion de antagonistas



del receptor NMDA como la ketamina, la fenciclidina y la dizocilpina (también
conocida como MK-801) inducian comportamientos psicoticos y alteraciones
cognitivas tipo esquizofrenia en individuos que no presentaban dicho
padecimiento (Duncan et al., 1999; Malhotra et al., 1997; Schroder et al., 1996;
Usyn et al., 2013). Mas aun, la administracion de estos agentes (utilizados

como anestésicos) en individuos esquizofrénicos exacerba la sintomatologia.

Hoy en dia, se han identificado exitosamente alteraciones en las subunidades
gue componen al receptor NMDA, tanto en tejido humano como en modelos
animales de esquizofrenia. Por ejemplo, estudios postmortem han demostrado
una disminucion en la afinidad del glutamato por el receptor NMDA, asi como
alteraciones en la transcripcion y expresion de la proteina de la subunidad NR1
de este receptor en corteza prefrontal, talamo e hipocampo (Snyder & Gao,
2013). Por lo tanto, esta teoria tiene sostiene que la esquizofrenia es
consecuencia de una hipoactividad glutamatérgica asociada a una alteracion
en la actividad del receptor NMDA (Duncan et al., 1999).

- Teoria de alteraciones durante el neurodesarrollo

La teoria del neurodesarrollo postula que la etiologia de la esquizofrenia es
consecuencia de procesos patologicos, originados por factores genéticos y
ambientales que preceden a la maduracidon del cerebro, que se presentan
durante la adolescencia y que afectan el curso normal del desarrollo neuronal
(Duncan et al., 1999; Fatemi & Folsom, 2009). En condiciones fisioldgicas, los
eventos de maduraciébn neuronal incluyen la activacion de distintos
precursores neuronales, proliferacion y maduracion de la glia y su migracién a
distintas regiones cerebrales. Se presentan fendmenos de incremento en la
proliferacién axonal y dendritica, procesos de mielinizacién de los axones y
finalmente, la muerte celular programada y la poda neuronal. Si durante estos
eventos se presentan agresiones ambientales como lo son exposicién viral

prenatal, reacciones autoinmunes durante la gestacion (y en etapas tempranas



del desarrollo), deficiencias nutricionales y complicaciones obstétricas, pueden
dar como resultado un funcionamiento aberrante de los procesos previamente
mencionados, que tienen como resultado final, un incremento significativo en
la aparicién de la sintomatologia de la esquizofrenia durante la adolescencia o
la etapa adulta (Falkai et al., 2010).

En conjunto, estos factores son determinantes para la aparicion de este
padecimiento; sin embargo, es importante recalcar que la esquizofrenia tiene
a su vez, un componente neurodegenerativo importante en la progresion de
los sintomas durante la enfermedad. Por esta razén, se propone que la
esquizofrenia es un desorden con elementos del neurodesarrollo, asi como

con un componente neurodegenerativo elevado (Ashe et al., 2001).

Las teorias previamente mencionadas nos permiten un mejor entendimiento
de la fisiopatologia de este padecimiento, sin embargo, siguen existiendo

mecanismos que deben ser esclarecidos.

Por ejemplo, los sintomas cognitivos asociados a la esquizofrenia han sido los
menos estudiados y, por consiguiente, los mas dificiles de tratar hoy en dia.
En este sentido, el hipocampo, una estructura mesolimbica involucrada en
procesos cognitivos de memoria y aprendizaje, presenta multiples alteraciones
en individuos esquizofrénicos (Farde, 1997). Debido a su importancia a nivel
fisioldgico y patoldgico, en la siguiente seccién se describe la anatomia y

fisiologia del hipocampo y su relacion con la esquizofrenia.



3. Formacién hipocampal y Esquizofrenia

La formacion hipocampal es una estructura cerebral que forma parte del
sistema limbico. Se encuentra localizada en la zona medial del I6bulo temporal
(figura 2) y, en conjunto con estructuras circundantes, modula la entrada de
informacion sensorial externa y participa activamente en el aprendizaje y el
establecimiento de la memoria declarativa, que se define como la asimilacién
de hechos y eventos previamente experimentados por el individuo
(Eichenbaum et al., 1996; Neyman & Manahan-Vaughan, 2008).

talamo

hipotdlamo

l6bulo frontal ——

bulbo olfatorio

amigdala hipocampo

Figura 2. Localizacién anatémica del hipocampo en relacion con las estructuras cerebrales que
conforman el sistema limbico (Imagen tomada y modificada de http://reaprende.es/sistema-limbico-y-
corteza-cerebral/)

Los individuos esquizofrénicos presentan cambios estructurales vy
morfolégicos en el hipocampo. Estudios de resonancia magnética funcional
(RMF) han confirmado una reduccién de aproximadamente 4% en el volumen
total de la formacion hipocampal en esquizofrénicos (Nugent et al., 2007). Esta
reduccion volumétrica estd acompafiada regularmente por una

desorganizaciéon neuronal. De igual forma, estudios de tomografia por emision
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de positrones (TEP) muestran una relacion directa entre los sintomas de la
esquizofrenia y cambios en la actividad metabdlica hipocampal, demostrando
gue esta estructura participa de manera directa en el padecimiento.

A nivel conductual, los procesos de memoria de pacientes con esquizofrenia
se encuentran altamente mermados en cuanto al aprendizaje y evocacion de
recuerdos familiares que se relacionan con alteraciones en la memoria
episddica. De igual manera, la memoria espacial y los procesos mnemaonicos
gue involucran la localizacién espacial y que dependen del hipocampo, estan
dafados (Bussey et al.,, 2013; Falkai et al., 2010). Finalmente, estudios
bioguimicos postmortem indican alteraciones en la conformacion de los
receptores ionotropicos de glutamato y de GABA, alteracion en sus vias de
sefalizacion, asi como en los procesos de recaptura de ambos
neurotransmisores (Arnold et al., 2005; Clinton & Meador-Woodruff, 2004;
Kristiansen et al., 2006).

- Anatomia basica de la formacion hipocampal

Anatomicamente, la formacion hipocampal se compone por el hipocampo
propiamente (Cornus Ammonis, CA), el giro dentado, el subiculum,
presubiculum y parasubiculum y la corteza entorrinal. Tradicionalmente, el
hipocampo se ha dividido en 4 regiones: giro dentado (GD) y regiones CA3, y
CAl, cada una de las cuales esta dispuesta de forma laminar a lo largo de su
eje (Figura 3). El giro dentado, hipocampo y subiculum estan conformados por
una capa celular principal y capas adyacentes, que se posicionan por arriba y
por abajo de ésta; contienen menor densidad celular o son acelulares,
mientras que el resto de las estructuras (CA3 y CAl) poseen varias capas
laminares (Shepherd 2004; Andersen et al 2007; Amaral and Witter 1989;
Lorente de NO, 1934).



Figura 3. Representacion de las estructuras que conforman la formacién hipocampal, asi como el flujo
de informacién que entra y sale del hipocampo (Tomada y modificada de dibujo realizado por Santiago
Ramon y Cajal).

El giro dentado (GD), esta constituido por tres capas; la principal o capa celular
granular, una capa acelular denominada capa molecular, localizada sobre la
capa celular granular y una capa que se observa de forma difusa por debajo
de la capa granular llamada hilus. El hipocampo propiamente (regiones CA3y
CAl) estda conformado por una capa principal denominada capa celular
piramidal, donde se localizan los somas de las neuronas principales del
hipocampo; un estrato localizado justo por debajo de la capa piramidal
denominado stratum oriens por donde se extienden las dendritas basales de
las células piramidales provenientes de CA3 y CAl y finalmente, tres estratos
0 capas por los cuales atraviesan las dendritas apicales: stratum lucidum
(exclusivo de la region CA3), stratum radiatum y stratum lacunosum-
moleculare (Andersen, 2003; Witter et al., 1989). La figura 4 muestra la
organizacion de la formacién hipocampal y los distintos estratos o capas que

la conforman.
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Figura 4. Formacién hipocampal. En su estructura basica esta conformada por giro dentado (GD), CA3
y CALl. Las capas del giro dentado son: c.c.g. Capa celular granular, c.m. Capa molecular e hil. Hilus.
Las capas de CA3 y CAl son: ori. Stratum oriens, pyr. Capa celular piramidal, rad. Stratum radiatum, I-
m. lacunosum-moleculare, luc. Stratum lucidum (Presente solo en CA3) (Imagen tomada y modificada
de ineuron.org).

- Flujo de informacién en el hipocampo

El flujo de informacién a lo largo del hipocampo ha sido motivo de estudio
durante muchas décadas. Hoy en dia, se han identificado por lo menos dos
vias de conexiones sinapticas que proveen al hipocampo de la mayor fuente
de entradas glutamatérgicas excitadoras (Basu & Siegelbaum, 2015). La via
trisinaptica (también llamada via perforante), compuesta por los axones de
células estelares de la capa superficial de la corteza entorrinal que conectan

con las células granulares del giro dentado. Las células granulares originan un
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haz de axones denominados “fibras musgosas” que hacen contacto sinaptico
con las células piramidales de la region CA3. A su vez, los axones de las
neuronas piramidales de CA3, que se conocen genéricamente como
“colaterales de Schaffer”’, hacen contacto directo con las dendritas de las
células piramidales de CALl. Esta via es la mayor fuente de entrada sinptica
excitadora a la region CA1l del hipocampo. Finalmente, los axones de las
neuronas piramidales de CAl proyectan de manera unidireccional al
subiculum y a la corteza entorrinal. Estas proyecciones son la principal via de
salida del flujo de informacion del hipocampo (Amaral G, 1993; Andersen,
2003). La segunda via de comunicacion es latemporoamoénica. Esta formada
por conexiones directas de las neuronas piramidales de la capa lll de la corteza
entorrinal con las neuronas piramidales de la region CA1 (Basu & Siegelbaum,
2015). Debido al flujo de informacion, la region CAl del hipocampo es la
estructura hipocampal de mayor interés de estudio, ya que es la principal
salida de la informacion que se procesa en el hipocampo y se envia hacia

distintas estructuras del sistema nervioso central (SNC).

- Procesamiento de la informacion en la region CA1 del hipocampo

En general, el hipocampo lleva a cabo distintos mecanismos para la
recoleccion, procesamiento y almacenamiento de la informacion asociada a la
memoria y el aprendizaje; entre los cuales la plasticidad sinaptica es el
mecanismo principal. A continuacién, se describiran los mecanismos de
plasticidad sindptica que tienen lugar en la region CA1 del hipocampo, debido

a que el trabajo experimental de esta tesis se realizé en esta region cerebral.

En la region CA1, los procesos de plasticidad sindptica pueden ser de corta o
larga duracioén (Zucker & Regehr, 2002). Las modificaciones de corta duracién,
denominadas plasticidad a corto plazo, son el resultado de mecanismos

localizados principalmente a nivel de la presinapsis que tienen la capacidad de
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originar cambios bidireccionales, ya sea incrementando o disminuyendo la

eficacia sinaptica.

Facilitacién sinaptica. El proceso de facilitacion sinaptica es facilmente
observable utilizando un protocolo de estimulacién de pulso pareado (PPF, por
sus siglas en inglés). Este fendmeno electrofisioldgico se observa cuando, se
aplican dos pulsos eléctricos en una misma sinapsis, con intervalos menores
a 1 segundo entre ellos. El segundo pulso desencadena la fusibn de mas
vesiculas en la membrana presingptica, en comparacion con el primer
estimulo, debido al incremento en las concentraciones intracelulares de calcio.
El calcio generado por el primer estimulo, denominado residual, en conjunto
con el calcio entrante generado por el segundo pulso, incrementa la
probabilidad de liberacion del neurotransmisor dando como resultado una
facilitacion (o incremento) de la respuesta sinaptica (Capogna, 1998; Katz &
Miledi, 1968).

Potenciacion post-tetanica (PTP, por sus siglas en inglés). La PTP se da por
incrementos transitorios en la respuesta sinaptica, después de un periodo
corto de aplicacion de trenes de estimulacion de alta frecuencia. La duracion
temporal es desde decenas de segundos hasta algunos minutos y se
acompafia por un incremento en la PPF, lo que sugiere un incremento en la
probabilidad de liberacion del neurotransmisor. El incremento de la eficacia
sinaptica puede llegar a triplicarse de manera inmediata tras el tren de
estimulacion y decaer a los pocos minutos (Zucker & Regehr, 2002). Cambios
en ambos fendmenos (PTP y PPF) indican alteraciones en la probabilidad de
liberacion del neurotransmisor y en los procesos presinapticos asociados al

flujo de informacion entre la presinapsis y postsinapsis.

Los procesos de plasticidad sinaptica de larga duracién se denominan
plasticidad a largo plazo. Este tipo de fendbmenos pueden tener una duracién
gue va de horas a semanas y dan como resultado decrementos o incrementos

en la eficacia sinaptica, que contribuyen al establecimiento de la memoria y el
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aprendizaje. Los fendmenos de plasticidad a largo plazo pueden dividirse en
etapas tempranas y tardias, de acuerdo con la duracion y si se requiere 0 no
de la sintesis de proteinas. Las fases tempranas no requieren sintesis de
nuevas proteinas y sélo se deben a cambios especificos en la sinapsis que
esta siendo activada, mientras que las fases tardias o macromoleculares
requieren la sintesis de proteinas a partir de RNAs mensajeros (RNAm)
preexistentes o a partir de la transcripcibn génica nuclear. Cuando el
mecanismo involucra una disminucién en la eficacia sinaptica se le denomina
depresion alargo plazo (LTD, por sus siglas en inglés) y cuando el fendmeno
se debe a incrementos en la eficacia sinaptica se denomina potenciacion a
largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés). Ambos fendmenos se explican en

detalle a continuacion.

- Depresion a largo plazo (LTD)

La depresion a largo plazo o LTD, se presenta como resultado de una
disminucién en la eficacia sinaptica, 1o que se traduce en una disminucién en
la amplitud de los potenciales postsinapticos excitadores (Dudek & Bear, 1992;
Goh & Manahan-Vaughan, 2013b, 2013a; Mulkey & Malenka, 1992). La
induccion y mantenimiento de la LTD (Fase temprana) requiere de la actividad
de receptores glutamatérgicos ionotrépicos tipo NMDA y tipo AMPA (Bussey
et al., 2013; Goh & Manahan-Vaughan, 2013a; Sanderson & Sher, 2013). Las
frecuencias de estimulacion eléctrica baja inducen un incremento transitorio
del calcio (Ca?*) en el interior de la neurona postsinaptica a través de la
activacién de los receptores ionotropicos a glutamato NMDA y AMPA. El
incremento intracelular de calcio fosforila a una fosfatasa denominada
Fosfatasa 2B (PP2B o calcineurina), que es activada y provoca una
desfosforilacion de la proteina inhibidora 1 (I11), que en condiciones activas
mantiene bloqueada la actividad de la proteina fosfatasa 1 (PP1). Al activarse,
la PP1 promueve la internalizacion de los receptores AMPA localizados en la

hendidura sindptica, induciendo asi la LTD (Lee & Kirkwood, 2011). Estudios
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de comportamiento y estimulacion eléctrica in vivo muestran que la LTD se
induce durante la exploracién contextual de objetos familiares que se localizan
en espacios novedosos, dando un amplio panorama sobre su funcién en

procesos cognitivos (Kemp & Manahan-Vaughan, 2004, 2007; Yi et al., 1995).

La fase tardia (expresion) de la LTD (L-LTD) requiere de la sintesis de
proteinas y de la activacién de receptores glutamatérgicos metabotrépicos,
MGIuR1y mGIuR5. La L-LTD es sensible a inhibidores de sintesis de proteinas
como la anisomicina. La L-LTD se ha observado en animales en libre
movimiento, implantados con electrodos de estimulacién y registro en la region
CAL1 del hipocampo dorsal y con protocolos de estimulacion a baja frecuencia
(LFS) (Hagena & Manahan-Vaughan, 2011; Langston et al., 2010).

- Potenciacion a largo plazo (LTP)

La fase temprana de la LTP (induccidon y mantenimiento) se genera mediante
la estimulacion eléctrica de alta frecuencia (100-200 Hz) y es dependiente de
la activacion de cinasas y de la inactivacion de fosfatasas. En condiciones in
vitro, la LTP puede durar desde unos cuantos minutos hasta un par de horas.
Se ha encontrado que su funcién principal es facilitar el aprendizaje de
espacios y objetos novedosos (Andersen, 2003; Goh & Manahan-Vaughan,
2013b). La fase temprana de la LTP necesita de la liberacion masiva de
glutamato de la neurona presinaptica, que produce una despolarizacion de la
membrana postsinaptica y la unién del glutamato al receptor NMDA. La unién
del glutamato a su receptor y la despolarizacion membranal promueven la
remocion del ion Mg?* que bloquea al receptor NMDA, permitiendo la entrada
de Ca?* al interior de la neurona (Nicoll & Roche, 2013). La estimulacién de
alta frecuencia activa diferentes cinasas como CaMKIl, PKC y PKA, que
regulan la fase temprana de la LTP. De igual manera, la LTP promueve la
activacioén e inactivacion de diferentes fosfatasas, como la inhibidora 1 (11) y la

proteina fosfatasa 1 (PP1), para prolongar la activacién de las cinasas (Cohen,
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1989; Soderling & Derkach, 2000). El resultado final de la interaccion entre
cinasas y fosfatasas es la insercion de nuevos receptores AMPA a la
membrana postsinaptica (Andersen, 2003; Lovinger et al., 1987;; Reymann et
al., 1988; Soderling & Derkach, 2000), manteniendo asi, el incremento en la
eficacia sinaptica.

Como se mencioné previamente, la fase tardia de la LTP o fase
macromolecular requiere de la sintesis de proteinas que permiten mantener el
incremento de la eficacia sinaptica durante tiempos prolongados (entre 3y 8
horas) (Reymann & Frey, 2007a). In vitro, la fase tardia puede generarse por
estimulaciones eléctricas de alta frecuencia (100 Hz) a distintos intervalos y
por estimulacion quimica con forskolina. Este farmaco activa la via de
sefalizacion de la adenilato ciclasa, involucrada en la LTP macromolecular
(Calixto et al., 2003; Gobert et al., 2008; Otmakhov et al., 2004). De forma
general, la fase macromolecular se divide en dos estadios principales. El
primero, representa la sintesis de proteinas a partir de RNAm (traduccion)
situados en las dendritas (Vickers et al., 2005) y la segunda, se da por la
transcripcion génica a partir del DNA en el nucleo del soma de la neurona. En
la region CAl del hipocampo, la fase tardia requiere la modulacién de
neurotransmisores cuyos sistemas de transduccién estén acoplados a
proteinas G, como los receptores metabotropicos de glutamato (mGIuRs), los
receptores a opioides y los de aminas. Por tal razén, se ha sugerido que esta
fase requiere la coactivacion de diferentes sistemas de neurotransmision (Frey
& Morris, 1998). Una de las aminas que tienen un papel fundamental en la fase
tardia de la LTP es la dopamina. La participacion de los receptores de
dopamina y la fase macromolecular se retomardn a mayor detalle mas

adelante.

Actualmente, diversos estudios han sugerido que la fase tardia de la LTP es
critica para la consolidacién de la memoria y el aprendizaje (Rosenberg et al.,
2014; Whitlock et al., 2006). EI mecanismo mas estudiado es aquel que

involucra incrementos citosélicos de AMPc (adenosin monofosfato ciclico) y la
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activacion de la cascada de sefializacion AC (adenilato ciclasa)-AMPc y PKA
(Dong et al.,, 2008). La activacion de estas cinasas induce las vias de
sefializacion de las MAPK y CREB, promoviendo la transcripcion génica y
dando como resultado, la remodelacion estructural de la sinapsis (Reymann &
Frey, 2007b). En la figura 5 se muestran las vias de sefializacion que participan

en las fases temprana y tardia de la LTP.
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Figura 5. Fase temprana y tardia de la LTP. La fase temprana de la LTP (early LTP) requiere la
activacion de cinasas como la CAMKII y PKC y no requiere la sintesis de proteinas. Por otro lado, la fase
tardia de laLTP (late LTP) requiere la activacion de receptores dopaminérgicos y las vias de sefializacion
AC-AMPc-PKA-MAPK-CREB requiriendo asi, la sintesis de nuevas proteinas (Imagen tomada y
modificada de Smith et al., 2005).
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- Dopamina y potenciacion a largo plazo (LTP)

La inervacién dopaminérgica del hipocampo, especificamente de la region
CAl, proviene directamente del area tegmental ventral (ATV) y del locus
certleo (LC), formando una entrada funcional que modula diversos procesos
cognitivos de memoria y aprendizaje (Bartsch et al., 2015). En el hipocampo,
se ha asociado a la dopamina con procesos de memoria espacial, con la
deteccion novedosa y el reconocimiento de objetos nuevos. A su vez, se le ha
asociado como el principal modulador de la fase macromolecular de la LTP
(Edelmann & Lessmann, 2013).

Los receptores a dopamina son receptores de siete dominios
transmembranales (metabotropicos) que sefalizan a través de proteinas G
heterotriméricas (Edelmann & Lessmann, 2013; Jay, Burette, & Laroche, 1996;
Waung, Pfeiffer, Nosyreva, Ronesi, & Huber, 2008; Whitlock et al., 2006).
Estos receptores estan divididos en dos familias; la familia D1-like (receptores
D1y D5) y la familia D2-like (receptores D2, D3 y D4). Los receptores D1-like
modulan de forma positiva a la adenilato ciclasa (AC), por lo que elevan los
niveles de AMPc intracelular. Por el contrario, los receptores D2-like regulan
de forma negativa a la AC, por lo que disminuyen los niveles intracelulares de
AMPc a través de un sistema de sefializacion Gi/o (Li, Cullen, Anwyl, & Rowan,
2003; Seamans, Floresco, & Phillips, 1998). Como ya se habia mencionado,
la dopamina funciona como el modulador por excelencia de la fase tardia de
la LTP, mas que como un mediador directo, por lo que requiere la coactivacion
de receptores D1-like y de receptores glutaminérgicos tipo NMDA para llevar
acabo laL-LTP.
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- Plasticidad sinptica hipocampal y esquizofrenia

Existe evidencia sobre la relacion de los sintomas cognitivos de la
esquizofrenia con un déficit en el procesamiento de la informaciéon en los
microcircuitos neuronales que produce cambios en los procesos pre- y
postsinapticos que modulan de forma directa la plasticidad sinaptica (Crabtree
& Gogos, 2014). A su vez, estudios postmortem, indican que hay un
incremento en la expresion de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA y de
la proteina PSD-95 en la regién CA3 del hipocampo de individuos
esquizofrénicos, lo que produce un incremento aberrante de las espinas
dendriticas (Li et al., 2015).

La desregulacion de la interaccidn entre grupos neuronales se puede observar
como una alteracion en la comunicacion neuronal entre las distintas
estructuras cerebrales que conforman el sistema limbico, lo que da como
resultado un “sindrome de desconexion” que subyace a los déficits cognitivos
tan pronunciados, asi como a los estados psicoticos del paciente
esquizofrénico. Existe una gama amplia de estudios de imagenologia por
resonancia magnética (fMRI, por sus siglas en inglés) que han investigado las
anomalias cognitivas espontaneas, asi como las alteraciones en la ejecucion
de distintas pruebas de memoria. De igual forma, se han realizado estudios de
electromagnetoencelografia (EEG/MEG, por sus siglas en inglés) que
confirman dichos cambios en pacientes que presentan esquizofrenia (Maran
et al., 2016).
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4. Tratamiento neonatal con MK-801 como modelo de

esquizofrenia

En la actualidad, en preclinica se cuenta con diversos modelos animales que
permiten el estudio de los cambios neuroquimicos, anatdmicos y conductuales

de la esquizofrenia (Marcotte et al., 2001; Micale et al., 2013).

El tratamiento neonatal con MK-801 es un modelo que tiene como fundamento
el bloqueo de la transmisién glutamatérgica a través del receptor NMDA
durante la etapa neonatal, una etapa critica del desarrollo de los circuitos
neuronales (Thomases et al., 2014; Tseng et al., 2009). Este modelo combina
dos teorias del origen de la esquizofrenia: la teoria de la hipofuncion del
receptor NMDA y la de las alteraciones en el neurodesarrollo.

En humanos, el desarrollo y maduracion del sistema nervioso central ocurren
de manera sostenida y acelerada durante el tercer trimestre de gestacion y se
prolongan hasta la adolescencia; la neurotransmision glutamatérgica tiene un
papel primordial en dicho proceso de maduracion. De manera similar, en
roedores se considera que la etapa critica para el neurodesarrollo abarca las
primeras tres semanas de vida (11-22 dias), etapa en la que el glutamato,
modula migracion y maduracion de redes neuronales a través de los
receptores tipo NMDA (Falkai et al., 2010a; Lin & Zuo, 2011; Potkin et al.,
2009).

Asi, el tratamiento subcrénico con el antagonista de receptores NMDA, el MK-
801, durante esta etapa critica del neurodesarrollo produce alteraciones
bioquimicas, anatdmicas y funcionales que mimetizan algunas de las
alteraciones que ocurren en la esquizofrenia. Diversos estudios han
documentado que el tratamiento con MK-801 provoca una reorganizacion
celular que se refleja a través de cambios en las proteinas del citoesqueleto y
la modificacion de la transmisién sindptica glutamatérgica, GABAérgica,

serotoninérgica y dopaminérgica. Se han observado alteraciones en los
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niveles cerebrales del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y el
factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), modificaciones en la
fosforilacion de distintas cinasas como ERK 1 y 2, y de CREB y una
disminucion en la densidad de proteinas asociadas a los procesos apoptoticos

(como Bcl2).

Por otro lado, estudios conductuales han revelado la aparicion de una serie
alteraciones que mimetizan sintomas negativos y cognitivos de la
esquizofrenia. En la siguiente tabla, se muestran las conductas evaluadas en

el modelo y su asociacion con los sintomas de la enfermedad.

Tabla 1. Comparacién de los aspectos clinicos observados en la esquizofrenia y los
cambios conductuales detectados con el tratamiento neonatal con MK-801 en
roedores (Tomada y modificada de Lipska & Weinberger 2000)

Esquizofrenia: Aspectos clinicos Modelo animal: Cambios
conductuales
Sintomas psicoticos Conducta relacionada a aumento de

la transmisién dopaminérgica:

* Hiperlocomocion inducida por
dopamina

Conducta estereotipada Conductas perseverantes
(acicalamiento, sniffing)
Exacerbacion de sintomas psicéticos por | Aumento en la locomocién inducido
antagonistas NMDA por antagonistas NMDA
Vulnerabilidad al estrés Hiperlocomocién inducida por estrés
Déficit en el procesamiento de Ila | Déficits de la entrada sensorial
informacion

Déficit de atencion Déficit en inhibicion latente

Déficit cognitivo Ejecuciéon deficiente en pruebas de
memoria

Retraimiento social Reduccién del contacto con

animales no familiares

Existen diversas pruebas para el estudio de los déficits cognitivos en modelos
de esquizofrenia, que nos permiten evaluar el desempefio del roedor y
determinar asi, las alteraciones que se pudieran relacionar con alteraciones

tipicas de la esquizofrenia.
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En el modelo del tratamiento neonatal con MK-801 se han evaluado conductas
asociadas a la memoria declarativa, que no es dependiente en su totalidad del
hipocampo. Un ejemplo es la prueba de reconocimiento de objetos nuevos
(RON), la cual involucra el funcionamiento de diversas cortezas (corteza
entorrinal, corteza perirrinal y corteza prefrontal) en conjunto con el hipocampo
(Baier et al., 2009; Lim et al., 2012c; Neill et al., 2010; Savage et al., 2011). En
esta prueba se encontré una disminucién en el indice de reconocimiento del
objeto novedoso en comparacion con el objeto familiar que permanecié hasta

la etapa adulta.

Para el estudio de la funcionalidad del hipocampo, después del tratamiento
neonatal con MK-801, se han realizado diversas pruebas conductuales que
nos permiten evaluar la memoria espacial, una de las mas ampliamente
utilizadas es el laberinto acuatico de Morris. El tratamiento neonatal con MK-
801 produce una disminucion en el desempefio en el laberinto acuatico que
parece manifestarse hasta la etapa adulta, sin que se observen cambios en
etapas mas tempranas del desarrollo (Lim et al., 2012c). De igual forma,
utilizando otros laberintos, como el laberinto radial y el laberinto elevado en
cruz, se ha detectado una disminucién en el desempefio que aparece hasta la

etapa adulta del animal.

A pesar, que los laberintos previamente mencionados permiten el estudio de
la funcionalidad hipocampal, las pruebas en ellos parecen involucrar un alto
grado de estrés en el roedor, lo que pudiera enmascarar déficits que se
presenten en etapas previas del desarrollo. El laberinto de Barnes es otra
prueba utilizada en preclinica para evaluar la funcionalidad del hipocampo.
Esta prueba tiene como fundamento la tendencia innata del roedor a evitar
espacios abiertos e iluminados y a refugiarse en espacios de menor tamafio y
oscuros (McLay et al., 1988; Sunyer et al., 2007). A diferencia de los laberintos
previamente mencionados, el laberinto de Barnes permite la evaluacion del

funcionamiento hipocampal con menos estrés y menor liberacién de
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corticosterona, ya que el roedor no requiere nadar en un deposito profundo
para encontrar la plataforma que lo pone a salvo, ni permanecer por periodos

prolongados con restriccion de agua y alimento (Harrison et al., 2006).

En el laberinto de Barnes se evalla la memoria espacial dependiente del
hipocampo en sus diferentes estadios. El primer estadio, denominado
adquisicion, nos permite estudiar el aprendizaje del roedor durante diversas
etapas del entrenamiento y el segundo estadio, también llamado fase de
retencion, nos permite evaluar la consolidacion del aprendizaje a su vez, nos
permite la colocacion de distintas pistas espaciales que ayudan al animal a
asociar la localizacion de estas pistas con la ubicacion del cajon de escape
(Barnes et al., 1994; O’Leary & Brown, 2013; Sunyer et al., 2007).

ANTECEDENTES

A pesar de la amplia variedad de estudios que han evaluado las
consecuencias del tratamiento neonatal con MK-801 en parametros
anatoémicos, bioquimicos, electrofisiolégicos y conductuales en roedores que
puedan asociarse a los sintomas de la esquizofrenia, existe muy poca
informacion que relacione las alteraciones electrofisiolégicas en el hipocampo
con las alteraciones conductuales asociadas a esta estructura, y que

determine su aparicion en distintas etapas del desarrollo postnatal.

Datos previos del laboratorio, realizados durante la maestria, demuestran que
el tratamiento neonatal de ratas con MK-801 contribuye a la manifestacién de
cambios conductuales que mimetizan algunos sintomas de la esquizofrenia
(negativos y cognitivos) durante la etapa adulta del animal (90 DPN),
evaluados en pruebas conductuales como la inhibiciébn por prepulso, el

reconocimiento de objetos nuevos y la interaccion social. Los resultados

22



obtenidos sugieren deficiencias en la memoria declarativa, en el
procesamiento sensorial y en la sociabilidad de ratas; conductas que
mimetizan algunos sintomas de la esquizofrenia. Asi mismo, encontramos que
alteraciones electrofisiolégicas en el hipocampo, tales como una incapacidad
para inducir la fase temprana de la LTP en la region CA1 del hipocampo que
comienza a manifestarse desde etapas tempranas del desarrollo (30 DPN)
cuando aun no se observan las alteraciones conductuales propias del modelo
animal de esquizofrenia, y que se mantienen hasta la etapa adulta del animal
(90 DPN).

Por otro lado, se ha demostrado que los procesos mnemonicos del hipocampo
tanto conductual como electrofisiologicamente  son modulados por la
activacion de los receptores dopaminérgicos Dl-like, y que Ila
neurotransmision dopaminérgica en la esquizofrenia presenta una marcada
desregulacion que ocasiona la aparicion de estados psicoticos y que
posiblemente esta involucrada en los deterioros cognitivos (Duncan,
Sheitman, & Lieberman, 1999; Simpson, Kellendonk, & Kandel, 2010). Sin
embargo, en el modelo de esquizofrenia de tratamiento neonatal con MK-801
no se ha establecido la relacion entre los cambios en la transmision
dopaminérgica y los déficits cognitivos dependientes del hipocampo, tanto a

nivel conductual como electrofisioldgico.

JUSTIFICACION

La plasticidad sinaptica es el fendmeno fisiolégico que subyace a la
consolidacion de diversos tipos de memoria (Huang & Kandel, 1994; Kemp &
Manahan-Vaughan, 2004; Reymann & Frey, 2007a). En el hipocampo, la fase
tardia (o de consolidacion) de la LTP requiere de la sintesis de nuevas
proteinas, un proceso modulado por receptores dopaminérgicos D1-like. Por

otra parte, la administracion neonatal de MK-801 en roedores genera cambios
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conductuales que mimetizan diversos sintomas de la esquizofrenia y
disminuye la capacidad de inducir LTP en el hipocampo. Sin embargo, se
desconoce el papel de la modulacion dopaminérgica en el mantenimiento de

la fase tardia de la LTP en este modelo de esquizofrenia.

Por tal motivo, en este proyecto se determind el estado funcional de la LTP
hipocampal utilizando el modelo animal de MK-801 y el desempefio conductual
de las ratas en una prueba especifica del hipocampo.

HIPOTESIS

e EIl tratamiento neonatal con MK-801 producird una disminucion en la
memoria espacial evaluada con una prueba de memoria dependiente del

hipocampo a los 30y 90 DPN.

e EIl tratamiento neonatal con MK-801 ocasionara una disminucion en la
excitabilidad de la respuesta sinaptica, una reduccion de la plasticidad
sinaptica a corto plazo y una disminucién en ambas fases de la LTP

(tempranay tardia) en la regiéon CA1 del hipocampo a los 30 y 90 DPN.

Las alteraciones en la sintesis de proteinas durante la fase tardia de la LTP en
la region CAL del hipocampo y los déficits en la prueba conductual de memoria
seran revertidos con la administracion de un agonista de receptores

dopaminérgicos D1-like.
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OBJETIVOS GENERALES

- Establecer si el tratamiento neonatal con MK-801 produce un mal
desempefio en una prueba de memoria especifica del hipocampo, a los 30
y 90 DPN.

- Determinar si el modelo de esquizofrenia con MK-801 neonatal produce
una alteracién en la induccién de los procesos de plasticidad sinaptica de

la region CA1 del hipocampo, en dos etapas del desarrollo (30 y 90 DPN).

- Evaluar si la administracion de un agonista de receptores dopaminérgicos
D1-like revierte las alteraciones electrofisiolégicas y conductuales
asociadas al hipocampo, inducidas por el tratamiento con MK-801 en

ambas etapas del desarrollo (30 y 90 DPN).

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar por medio de la prueba del laberinto de Barnes, si la memoria
espacial dependiente del hipocampo se altera a los 30 y 90 DPN en ratas

tratadas neonatalmente con MK-801.

2. Caracterizar la excitabilidad de las respuestas sinapticas de la regiéon CA1
del hipocampo en rebanadas de cerebro de animales tratados
neonatalmente con MK-801, a los 30 y a los 90 DPN.

3. Determinar posibles alteraciones en los procesos de plasticidad a corto
plazo como PTP y PPF, dependientes de la region CAl en rebanadas de
hipocampo de ratas tratadas neonatalmente con MK-801, a los 30 y 90
DPN.
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4. Evaluar a los 30 y 90 DPN posibles alteraciones en la sefalizacion
intracelular resultante de la activacion de receptores glutamatérgicos y
DAérgicos involucrados en la expresion de la fase tardia de LTP
dependiente en el hipocampo, asociada a la consolidacion de la memoria,

en los animales tratados neonatalmente con MK-801.

5. Determinar los efectos de la administracion de un agonista D1-like sobre
las alteraciones conductuales y electrofisiolégicas inducidas por la

administracion neonatal de MK-801

MATERIALES Y METODOS

Animales

Para la realizacion del proyecto, se ocuparon ratas de la cepa Wistar. Se
utilizaron hembras gestantes, las cuales se mantuvieron en cajas estandar
bajo un ciclo invertido luz/oscuridad 12/12 horas, a una temperatura de 22 + 2
°C. A partir del nacimiento (dia postnatal 0), se mantuvieron sdlo a los machos
de las camadas con la madre hasta el destete en el dia postnatal 21. El dia del
destete se extrajo a las madres de la caja hogar y se mantuvieron 5 a 7 machos
por caja hogar. Los animales estuvieron con agua y alimento ad libitum y
fueron manipulados de acuerdo con la norma oficial mexicana para el cuidado
y manejo de los animales NOM-062-Z0O0-1999 y la autorizacién (protocolo
379-02) del comité para el cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL)
del CINVESTAV-IPN.

Farmacos
- +(-) MK 801 de la compafiia Sigma Aldrich (Toluca, México) a una dosis
de 0.2 mg/kg.
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- Forskolina (FSK) de la compafiia Sigma Aldrich (Toluca, México) a una
concentracion de 50 pM.

- 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) de la compafiia Sigma Aldrich (Toluca,
México) a una concentracion de 25 pM.

- SKF-38393 de la compafia Sigma Aldrich (Toluca, México) a una

concentracion de 5 pM.

Todos los farmacos previamente mencionados fueron disueltos en solucién

salina al 0.9%.

Modelo de Esquizofrenia

- Administracion subcronica de MK-801

Se utilizaron ratas macho de 7 dias de nacidos, los cuales se dividieron en dos
grupos experimentales. El primer grupo denominado control, recibio
administraciones por via subcutanea (s.c.) el vehiculo, solucion salina al 0.9%.
El segundo grupo denominado MK-801, recibi6 por la misma via,
administraciones del farmaco MK-801 a una dosis de 0.2 mg/kg. Las
administraciones comenzaron en el séptimo dia postnatal (DPN) y se llevaron
a cabo durante cinco dias consecutivos (hasta el DPN 11). Una vez terminado
el tratamiento, los animales fueron alojados en sus cajas hogar durante al
menos 15 dias antes de las pruebas experimentales, que se realizaron entre

los dias 25-35 y 85-95 DPN en ambas condiciones y de forma independiente.

- Evaluacién conductual

- Laberinto de Barnes
El equipo consiste en una plataforma circular de 122 cm de didmetro, elevado
90 cm sobre el nivel del suelo. A lo largo del perimetro y colocados de forma
equidistante se encuentran distribuidos 18 agujeros con un diametro de 9.5 cm

cada uno. Debajo de uno de los agujeros se encuentra un cajén oscuro que
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funciona como cajon de escape. Este cajon es colocado con relacion a

distintas pistas espaciales que se encuentran ubicadas alrededor del laberinto.

La prueba conductual consiste en dos etapas; la primera, denominada etapa
de entrenamiento y/o adquisicién y la segunda, denominada prueba y/o
retencion. El entrenamiento o adquisicion tiene una duracién de 4 dias
consecutivos con dos fases por dia con una duracion de 4 minutos y un

intervalo entre cada una de 15 minutos.

Durante cada fase de entrenamiento, los animales se colocan en el cajon de
escape durante 1 minuto, posteriormente, se coloca en el centro de la
plataforma dentro de un cilindro de acrilico durante 10 segundos. Después, se
retira el cilindro y se le deja explorar la plataforma durante 3 minutos o hasta
gue haya localizado y entrado en el cajon de escape. Sielanimal no encuentra
el cajon durante los 3 minutos se le vuelve a colocar en el cajon durante 60
segundos y al término de este tiempo se finaliza la fase de entrenamiento. Por
otro lado, la prueba o evaluacion de la retencion, se realiza en el dia 5y
consiste en colocar al animal dentro del cilindro de acrilico durante 10
segundos. Pasado este tiempo se retira el cilindro y se le deja explorar hasta
gue haya localizado el cajon de escape o hayan transcurrido los 3 minutos.
Tanto el entrenamiento como la prueba se realizan con luz y ruido blanco vy,
los parametros que se analizan son el tiempo o latencia en segundos que
invierte el animal y el nUmero de errores que se comenten antes de encontrar
y entrar al cajén de escape. Un incremento en el nUmero de errores y en la
latencia involucran dafos en la circuiteria hipocampal asociada a los procesos

de memoria y aprendizaje.

- Evaluaciones electrofisiologicas

- Obtencidn y preparacion de rebanadas frescas de hipocampo
Para la obtencién de rebanadas agudas de hipocampo, los animales de ambos
grupos (control y MK-801) y de ambas edades fueron anestesiados con

pentobarbital sédico (40-60 mg/kg; via i.p.) y una vez que se corroboré el
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efecto de la anestesia, se sacrificaron por decapitacion para la extracciéon del
cerebro completo. Se obtuvieron rebanadas transversales de todo el
hipocampo, de 380 ym de grosor. Las rebanadas se incubaron a 32 + 2 °C
durante 30 minutos en bafio de Maria para laboratorio. Posteriormente, se
mantuvieron a temperatura ambiente durante al menos una hora para su
estabilizacién y durante todo el proceso experimental en una solucién de
liquido cefalorraquideo artificial (LCRA, contenido mM: 125 NacCl, 2 KCI, 1.2
NaH2POg4, 25 NaHCOg3, 10 Glucosa, 1 CaCl. y 6 MgCly) la cual, se mantuvo a
flujo constante de carbdgeno (95% 02/ 5% CO»). Durante los registros
extracelulares de campo, las rebanadas se transfirieron a una camara de
registro de perfusion continua con LCRA (en mM: 125 NaCl, 3 KCI, 1.25
Na2HPO4, 25 NaHCOs3, 2.5 CaCl,, 1.5 MgClz, 10 Glucosa) a un flujo constante
de liquido (2 ml/min) a una temperatura controlada de 31 + 2 °C y gaseo
uniforme de carbogeno (95% 02/ 5% CO»)

- Estimulacion sinaptica
- Formacién Hipocampal

Para la obtencion de respuestas sinapticas extracelulares se colocaron un
electrodo bipolar de nicromo (de 38 uM de diametro) y un electrodo de registro
de borosilicato, con una resistencia de 1-2 MQ, con una solucion de NacCl (3
M) en el stratum radiatum de la regién CA1 del hipocampo. Esta regién es por
donde pasan los axones provenientes de las neuronas piramidales de la region
CA3, denominados colaterales de Schaffer. Se aplicaron pulsos cuadrados de
corriente con una duracion entre 80-100 pseg, a una frecuencia de 0.06 Hz

(cada 15 segundos).

- Curvas de entrada-salida (I-O)
Para la evaluacion de la excitabilidad de las respuestas sinapticas de campo,

se aplicaron pulsos de corriente crecientes de 0 hasta 130 pA (0, 10, 20, 30,
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40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130 pA), con la finalidad de determinar

el rango de crecimiento y saturacion de la respuesta sinaptica.

- Proceso de plasticidad sinaptica a corto plazo por facilitacion del pulso
pareado (PPF)

Para evaluar la plasticidad sinptica a corto plazo, se aplicaron dos estimulos
consecutivos, con un intervalo de 50 a 1000 ms entre cada uno (de 50 a 100
ms, con intervalos de 10 ms; de 100 a 200 ms con intervalos de 20 ms; de 200
a 500 ms, con intervalos de 50 ms y, de 500 a 1000 ms, con intervalos de 100
ms). Esto, nos permitio determinar los intervalos inter-estimulo (ISI) donde el
pulso pareado genera una facilitacion de la respuesta sinaptica del segundo
estimulo en comparacioén con el primero. En este tipo de experimentos se
analizé la amplitud de las dos respuestas sinapticas extracelulares (fEPSP) y
se dividio la amplitud del segundo fEPSP entre la amplitud del primero. Se
consideré como facilitacion de la respuesta sinaptica extracelular cuando el
valor obtenido fue mayor a 1 (>1) y como depresion si el valor fue menor a 1
(<1).

- Inducciéon y expresion de la fase temprana de LTD y LTP en la misma
sinapsis a los 90 DPN
Una vez colocados los electrodos de estimulacion y de registro se dejo
estabilizar la respuesta sinaptica de campo durante al menos 15 minutos. Una
vez estabilizadas, se registraron los fEPSP basales durante 20 minutos. Para
la induccion de la depresion a largo plazo (LTD), se evocé el fEPSP a
frecuencias bajas de estimulacion (LFS) que consistieron en 900 pulsos a 1
Hz (1 pulso por segundo durante 15 minutos). Posteriormente, se registro la
respuesta sinaptica durante 60 minutos considerando, depresion de la
respuesta sinaptica de campo o LTD cuando la disminucién en la amplitud de
la respuesta fue mayor al 30 % en comparacion a la respuesta sinaptica basal.

Pasado el tiempo de registro de la LTD, se incrementd la corriente de
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estimulacion eléctrica hasta que la amplitud del fEPSP fue similar al valor basal
inicial y se registro durante 15 minutos. Una vez obtenida la basal, se indujo la
LTP aplicando dos trenes de estimulacién a alta frecuencia (HFS, 100 Hz por
segundo a un intervalo entre cada tren de 10 segundos) y se registraron los
fEPSP durante al menos 60 minutos. El incremento en la respuesta sinaptica
>25 % y su mantenimiento durante el tiempo de registro se consider6 como
LTP.

- Induccién de la fase tardia de la potenciacion a largo plazo (L-LTP) por
activacion de los receptores ionotropicos a glutamato en la region CA1 del
hipocampo

Una vez colocados los electrodos de estimulacion y de registro se dejo

estabilizar la respuesta sinaptica extracelular durante al menos 15 minutos.

Después de este periodo, se registro el fEPSP basal durante al menos 20

minutos a la frecuencia previamente mencionada (0.06 Hz). Para la induccion

de la L-LTP se perfunden 50 mL de LCRA modificado durante 25 minutos el
cual contiene, forskolina (FSK, 50 uM) que incrementa los niveles de AMPc
intracelular por activacion del adenilato ciclasa (AC) e IBMX (25 uM), un
inhibidor de las fosfodiesterasas. Una vez transcurrido este tiempo se realizo
el lavado con LCRA estandar y se registro la respuesta singptica de campo
durante al menos 4 horas. Un incremento en la respuesta >25% y su

mantenimiento durante el tiempo de registro se consider6 como L-LTP.

Disefio Experimental

Se utilizaron 279 ratas macho neonatas de la cepa Wistar, las cuales se

dividieron en dos grupos principales: grupo control (n=146) y grupo MK-801
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(n=133). Cada uno de estos grupos se dividioé por edad, en 30 DPN y 90 DPN.
Cuando los animales de cada grupo alcanzaron la edad (30 o 90 DPN) se
dividieron nuevamente en dos subgrupos: un grupo se sometié a la prueba
conductual, y otro fue sacrificado después de finalizar el tratamiento, para
obtener rebanadas agudas de hipocampo para los registros extracelulares

(Figura 6, panel Ay B).

Los grupos sometidos a la prueba conductual fueron a su vez divididos en dos
subgrupos; uno que fue expuesto directamente a las pruebas conductuales
(grupos control y MK-801; 30 y 90 DPN) y otro que fue implantado en la regién
CAl del hipocampo dorsal antes de someterlo a dichas pruebas (grupo
control/cirugia y MK-801/cirugia; 30 y 90 DPN) (Figura 6, panel C). Se utilizd
cirugia estereotaxica para colocar una canula guia, dirigida a la region CA1 del
hipocampo, en el hemisferio derecho de animales tratados neonatalmente con
MK-801.La canula se coloc6é en la region CA1l del hipocampo dorsal,
basandose en un atlas del cerebro de rata (Paxinos y Watson, 2009). Las
coordenadas respecto de bregma fueron las siguientes: anteroposterior (AP) -
2.5 unidades?, lateral (LAT) +1.2 mM y dorsoventral (DV) -1 mM. Al finalizar la
cirugia, se dejo recuperar a los animales en su caja hogar durante al menos 4
dias antes de iniciar las pruebas conductuales. Terminando la fase de
recuperacion, se comenzdé con el entrenamiento conductual. En el quinto dia
(dia de la prueba) se administro a los animales por la canula guia el agonista
D1-like (SKF-38393) y se les dejo reposar durante al menos 5 minutos para

posteriormente realizar la prueba.

De igual forma, los grupos sacrificados para los registros extracelulares fueron
divididos en dos subgrupos, uno que en el que se realizaron los registros
extracelulares y, otro en el que dichos registros se realizaron en presencia de
compuestos dopaminérgicos. En este ultimo caso, se perfundio en el LCRA el
agonista dopaminérgico SKF-38393 a una concentracion de 5 pM (Figura 6,

panel D). La figura 6 muestra el disefio experimental de este trabajo.
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Figura 6. Disefio experimental. Representacion esquematica del curso temporal utilizado para evaluar
el efecto del tratamiento neonatal con MK-801 en el laberinto de Barnes y en las respuestas
electrofisiolégicas. La prueba del laberinto de Barnes se realizé a los 30 y 90 DPN, incluyendo animales
implantados en la region CALl dorsal. Los registros extracelulares se realizaron en la region CAl de
rebanadas agudas de hipocampo utilizando animales de las mismas edades (30 y 90 DPN), tanto en
ausencia como en presencia del agonista dopaminérgico.

Analisis Estadistico

En todos los casos, los datos se expresan como el valor de la media + error
(SEM).

entrenamiento en un mismo grupo de animales se evaluaron con la prueba de

Los cambios conductuales registrados durante el

estandar
Kruskal Wallis seguido de Dunn’s. Para evaluar diferencias entre dos grupos
se utilizé la prueba U de Mann Whitney. Los cambios en la amplitud y
pendiente del fEPSP en CAl se determinaron al comparar la media de a
fEPSP en condicién basal con la media del fEPSP (amplitud o pendiente) a los
distintos tiempos, con la prueba U de Mann Whitney. En todos los casos se

aceptd como nivel de significancia un valor de p<0.05
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RESULTADOS

- Desempefio de los animales de 30 DPN en el laberinto de Barnes

En la figura 7 se muestra la latencia en encontrar el cajébn de escape en
segundos durante las fases de entrenamiento y prueba del laberinto de Barnes
en animales control, tratados con soluciéon salina, y animales tratados
neonatalmente con MK-801, evaluados a los 30 DPN (barras blancas y negras,
respectivamente). Durante el entrenamiento en el grupo control, los animales
presentan una disminucion significativa en la latencia para encontrar el cajon
de escape a partir del tercer dia, (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H= 40.189
con 3 grados de libertad; p=< 0.001). En cambio, en los animales tratados
neonatalmente con MK-801 se observa que es hasta el cuarto dia de
entrenamiento que esta latencia disminuye significativamente (Kruskal Wallis
seguido de Dunn’s H= 25.333 con 3 grados de libertad; p=<0.001), indicando
gue los animales tratados neonatalmente con MK-801 tardan mas tiempo en
encontrar el cajon de escape (Figura 7 panel A). Durante la prueba, los
animales tratados neonatalmente con MK-801 presentan un incremento
significativo en la latencia para localizar el cajon (prueba U de Mann Whitney
p= 0.013), indicando que los animales tratados neonatalmente con MK-801
presentan alteraciones en la retencidén de la memoria espacial (Figura 7 panel
B).
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Figura 7. Latencia en encontrar el cajon de escapeen laberinto de Barnes a los 30 DPN. A) Grafica donde se
muestra la latencia en segundos para encontrar el cajon de escape durante los 4 dias de entrenamiento a los 30 DPN.
B) Latencia el dia de la prueba, se muestra un incremento en el tiempo para encontrar el cajon de escape en los
animales tratados con MK-801 (n=13) en comparacion con el grupo control (n= 15). Prueba de Kruskal Wallis seguido
de Dunn’s comparando el mismo grupo en los distintos dias ### dia 1 contra los demas dias, &&& dia 2 contra los
demas dias p<0.05, Prueba U de Mann Whitney para comparar el mismo dia entre los distintos grupos. *p<0.05 U de
Mann Whitney para comparar los distintos grupos el dia de la prueba.

En la figura 8 se muestra el niumero de errores cometidos por animales
tratados neonatalmente con MK-801 y animales control (solucién salina 0.9%)
antes de encontrar el cajon escape. Durante la etapa de entrenamiento se
observa que en el grupo control hay una disminucion significativa en el nimero
de errores a partir del segundo dia (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H=
16.604 con 3 grados de libertad; p=<0.001). En cambio, los animales tratados
con MK-801 no presentan dicha disminucion durante los cuatro dias de
entrenamiento (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H= 3.278 con 3 grados de
libertad; p=<0.351) como se observa en el panel A de la figura 8. En la etapa
de prueba, los animales tratados con MK-801 presentan un incremento
significativo en el numero de errores en comparacion con el grupo control

(prueba U de Mann Whitney; p=<0.020) (Figura 8, panel B).
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Figura 8. Numero de errores en encontrar el cajon de escape en el laberinto de Barnes 30 DPN. A) Numero de
errores para encontrar el cajon de escape durante los 4 dias de entrenamiento. B) NUmero de errores en los animales
tratados con MK-801 neonatal (n= 13) en comparacion con el control (n= 15). Prueba de Kruskal Wallis seguido de
Dunn’s comparando el mismo grupo en los distintos dias ### p<0.05, prueba U de Mann Whitney para comparar el
mismo dia entre los distintos grupos. *p<0.05 U de Mann Whitney para comparar los distintos grupos el dia de la
prueba.

- Desempefio de los animales de 90 DPN en el laberinto de Barnes

En el modelo de esquizofrenia MK-801, la etapa adulta es critica para la
consolidacion y establecimiento de las conductas que mimetizan los sintomas
de la esquizofrenia en particular, en las conductas asociadas a procesos de
memoria y aprendizaje, por lo tanto, en la figura 9 se presenta la latencia, en
segundos, requerida para encontrar el cajon de escape durante las fases de
entrenamiento y de prueba en los animales tratados neonatalmente con MK-
801 y el grupo control evaluados a los 90 DPN. Durante los cuatro dias de
entrenamiento, los animales control disminuyen significativamente el tiempo
para encontrar el cajon de escape a partir del segundo dia entrenamiento
(Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H = 29.702 con 3 grados de libertad,
p=<0.001), disminucién que no se presenta en los animales tratados con MK-

801 (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H = 0.660 con 3 grados de libertad,
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p=<0.835) (Figura 9, panel A). El dia de la prueba se observa que los animales
tratados con MK-801 tardan mas tiempo en encontrar el cajon de escape en
comparacién con el control (prueba U de Mann Whitney p=<0.032) (Figura 9,

panel B).
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Figura 9. Latencia para encontrar el cajén de escape en laberinto de Barnes 90 DPN. A) Latencia en segundos
para encontrar el cajon de escape durante los 4 dias de entrenamiento. B) Latencia en el grupo tratado con MK-801
(n=9) en comparacion con el control (n= 12). Prueba de Kruskal Wallis seguido de Dunn’s comparando el mismo

grupo en los distintos dias ### p<0.05, **p<0.01 prueba U de Mann Whitney para comparar el mismo dia entre los

distintos grupos. *p<0.05 U de Mann Whitney para comparar los distintos grupos el dia de la prueba.

La figura 10 muestra el nimero de errores que presentan los animales adultos (90
DPN) antes de encontrar el cajon de escape. Durante los cuatro dias de
entrenamiento en el grupo control, los animales presentan una disminucién
significativa en el nimero de errores para encontrar el cajon de escape (Kruskal Wallis
seguido de Dunn’s H = 31.683 con 3 grados de libertad; p=<0.001). Sin embargo,
en los animales tratados con MK-801 neonatal no disminuye el niimero de errores con
los entrenamientos sucesivos. Al comparar este parametro en cada uno de los
entrenamientos con el del grupo control, se registra un nimero mayor de errores

desde el segundo dia (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H = 0.860 con tres grados
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de libertad). Durante la prueba, los animales tratados con MK-801 neonatal
presentan un ndmero mayor de errores en encontrar el cajon de escape al
compararse con el control (prueba U de Mann Whitney p=<0.01. Figura 10, panel B).
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Figura 10. Namero de errores en laberinto de Barnes 90 DPN. A) Numero de errores para encontrar el cajon
escape durante 4 dias de entrenamiento B) NUmero de errores en los animales tratados con MK-801 (n= 9) en
comparacion con el control (n= 12). Prueba de Kruskal Wallis seguido de Dunn’s comparando el mismo grupo en los
distintos dias ### p<0.05, *p<0.05, **p<0.01 prueba U de Mann Whitney para comparar el mismo dia entre los distintos

grupos. **p<0.01 U de Mann Whitney para comparar los distintos grupos el dia de la prueba.

En conjunto, estos resultados indican que desde etapas tempranas del
desarrollo, como son los 30 DPN, hay un incremento en la latencia y el nimero
de errores en los animales tratados neonatalmente con MK-801 que se
asocian a alteraciones en los procesos de aprendizaje y retencién de la

memoria de tipo espacial Dicho desbalance se exacerba y se mantiene hasta

la etapa adulta (90 DPN).
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- Evaluacién de la fuerza sinaptica del area CA1l del hipocampo en el

tratamiento neonatal con MK-801 a los 30 y 90 DPN

Se exploraron diversos pardmetros que constituyen a la transmision y
plasticidad sinaptica hipocampal para determinar posibles alteraciones
electrofisiologicas en los animales tratados con MK-801. Para esto, se
realizaron registros extracelulares en rebanadas frescas de hipocampo en
condiciones control y en animales tratados con MK-801. Los experimentos se
restringieron a rebanadas hipocampales dorsales, por el papel que esta region
juega en la memoria espacial (Moser et al., 1995). Primero se determin¢ si el
MK-801 modifica la fuerza sinptica de la sinapsis CA3-CAl. Se evocaron
fEPSPs y se seleccionaron los eventos compuestos por una deflexion rapida
y de pequefia amplitud (potencial de accion presinaptico 6 salva aferente
presinaptica) seguido por el fEPSP.

La relacion entre amplitud de la salva aferente presinapticay el fEPSP es linear
y refleja la eficacia sinaptica: a mayor disparo presinaptico, mayor liberacion
de neurotransmisor, y por ende, mayor respuesta postsinaptica (Andersen et
al., 1977,1980). Cambios en esta relacion sugieren alteraciones en la sincronia
entre despolarizacion presinaptica, liberacion de neurotransmisor vy
funcionalidad de receptor postsinaptico.

Se colectaron 350 eventos por cada condicion experimental (Control a los 30
y 90 DPN y MK-801). A los 30 DPN en la condicion control, la relacion salva
aferente presinaptica-fEPSP tiene un ajuste lineal (r2=0.598; p <0.05n=7
rebanadas / 7 animales. Fig 11B). Esta correlacion se pierde en animales MK-
801 de 30 DPN (r2= 0.056; p = 0.310; n = 7 rebanadas / 7 animales; Figura
11C). De forma similar, a los 90 DPN, los animales control presentan una
correlacién significativa entre la salva aferente presinaptica y el fEPSP (r2 =
0.868; p < 0.05 n =7 rebanadas / 7 animales; Figura 11D) ausente en el grupo
MK-801 (r2= 0.03; p = 0.586 n = 7 rebanadas / 6 animales; Figura 11E). En
conjunto, los cambios observados en la relaciébn de la salva aferente

presinaptica y el potencial postsinaptico excitatorio de campo sugieren que el
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tratamiento neonatal con MK-801 modifica el disparo presinaptico y la

respuesta postsinaptica de la regiéon CA1 del hipocampo.
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Figura 11. El tratamiento neonatal con MK-801 disminuye la relacion salva aferente presinaptica-fEPSP en la sinapsis
Colaterales de Shaffer-CA1l. A) Representacion esquematica de la formacién hipocampal mostrando la colocacion del
electrodo de estimulacién y de registro. Los experimentos se realizaron de forma rigurosa en el Stratum Radiatum

(SR) de rebanadas dorsales de hipocampo. B,D) Scatterplots realizados de eventos compuestos que exhibieron una
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salva aferente presinaptica y fEPSP a los 30 y 90 DPN en condiciones control, la linea roja muestra la correlacion
lineal. C,E) Scatterplots mostrando la relacién FV-fEPSP obtenida de rebanadas de animales tratados como MK-801
a los 30 y 90 DPN. Cada panel fue construido por 300 eventos compuestos que exhiben la deflexion presinaptica

seguida del fEPSP obtenido de 7 experimentos independientes (50 eventos por experimento).

- El tratamiento neonatal con MK-801 modifica las propiedades sinapticas
de la region CA1 del hipocampo

Para determinar la méaxima capacidad responsiva de la sinapsis formada por
las colaterales de Schaffer y CA1l, se realizaron curvas de entrada-salida (I-O,
por sus siglas en ingles). Adicionalmente, para minimizar el reclutamiento
adicional de fibras excitadoras durante la estimulacion eléctrica, el estimulo
aplicado se limité a un rango que no modificara la latencia del fEPSP (llustrado
en el panel superior en la figura 12A). En respuesta a la estimulacion eléctrica
(incrementos de 10 pA), en condicidn control a los 30 DPN, el fEPSP alcanzo
una amplitud maxima de 10.8 £ 2.29 mV (n = 10 rebanadas/5 animales; panel
superior de la figura 12A, simbolos blancos). En contraste, las respuestas
sinapticas de animales tratados con MK-801 presentaron una saturacion a la
estimulacion eléctrica y alcanzaron una amplitud maxima de 2.99 + 0.39 mV
(n = 10 rebanadas / 5 animales; panel superior, Figure 12A, simbolos grises).
La latencia de las respuestas evocadas fue similar en condiciones control y
MK-801 (Latencia del fEPSP a los 30 DPN en condicién control = 2.03 + 0.1
ms y en animales tratados con MK-801 = 1.99 £+ 0.07 ms; p = 0.52. Panel
superior Figura 12A). Por otra parte, a los 90 DPN, la curva I-O control mostro
una reduccion gradual en respuesta a la estimulacion eléctrica de los fEPSP.
Sin embargo, esta reduccion es esperada, debido a que el desarrollo postnatal
modifica las propiedades de liberacion de las sinapsis excitadoras del
hipocampo (Foster, 1995; Papatheodoropoulos & Kostopoulos, 2000). Aun asi,
los registros provenientes de los animales tratados con MK-801 presentaron
saturaciéon y una disminuciéon del fEPSP comparados a su control (valor
méximo del fEPSP a los 90 DPN en condiciones control = 6.68 + 0.56 mV; n =

11 rebanadas / 7 animales; en animales tratados con MK-801= 2.64 + 0.43
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mV; n =11 rebanadas / 7 animales). Ademas, la latencia de las respuestas de
los animales MK-801 present6 una disminucion significativa en comparacion
con el control (latencia de las respuestas sinapticas evocadas a los 90 DPN
en animales control =1.87 £ 0.06 ms y en animales tratados con MK-801 =1.77
+ 0.03; p < 0.01. Panel superior, Figura 12B). Adicionalmente se exploro si el
tratamiento con MK-801 modifica la facilitacion por pulso pareado (PPF).
Primero, estudiamos el PPF usando un rango amplio de estimulacién (50-1000
ms). A los 30 DPN en la condicidon control, se observé una facilitacion muy
marcada (Figura 12C, simbolos blancos; 5 rebanadas/ 5 animales). En
contraste, el tratamiento con MK-801 produjo una disminucion del mismo
parametro (simbolos grises; n = 5 rebanadas /5 animales). A los 90 DPN, la
PPF presenta una disminucion significativa comparada con la facilitacion
observada a los 30 DPN, pero no se observo un decremento adicional en los
animales tratados con MK-801 (Figura 12D; n = 5 rebanadas / 5 animales para
ambas condiciones). La grafica de cajas en la Figura 12E resume los valores
de la PPF (60 ms intervalo inter-estimulo-9 obtenido a los 30 y 90 DPN para
todas las condiciones experimentales (PPF a los 30 DPN en animales control
=1.47 £0.01; n = 30 rebanadas / 28 animales y en animales tratados con MK-
801 =1.29+0.02; n = 30 rebanadas / 22 animales; prueba U de Mann Whitney
p < 0.001. PPF a los 90 DPN en animales control = 1.30 + 0.02; n = 30
rebanadas / 19 animales y, en animales tratados con MK-801 = 1.25 + 0.009;
n = 30 rebanadas / 13 animales; p < 0.04; Figura 12C). Ejemplos
representativos de las respuestas durante el pulso pareado en las diferentes

condiciones experimentales se muestran en la Figura 12F.
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Figura 12. La exposicién neonatal con MK-801 disminuye la fuerza sinptica de laregién CA1l del
hipocampo. A, B) Curvas I-O realizadas a los 30 y 90 DPN en control (simbolos blancos) y animales
tratados con MK-801 (simbolos grises). El panel superior muestra la latencia de las respuestas evocadas
en CA1l durante las curvas |-O para todas las condiciones experimentales, medidas del término del
artefacto de estimulacion al inicio de la respuesta del fEPSP. Los animales tratados con MK-801
presentan una reduccién sistemética en la amplitud del fEPSP. Los insertos muestran trazos
representativos para todas las condiciones experimentales. C, D) Scatter plots donde se resumen el
radio de la facilitaciéon por pulso pareado (PPF, explorado entre 50 y 1000 ms ISI), en animales control y
tratados con MK-801 (simbolos blancos y grises respectivamente) a los 30 y 90 DPN. A los 30 DPN, la
PPF muestra un incremento en la magnitud de facilitacion en condiciones control y una disminucién en
los animales tratados con MK-801. Sin embargo, la proporcion de la facilitacibn no muestra una
disminucion adicional a los 90 DPN. E) Grafica de cajas indicando la media de la facilitacion por pulso
pareado (linea roja) para cada condicion experimental. La linea negra dentro de la gréfica indica la
mediana; el limite inferior y superior indican el 25 y 75 del percentil de la distribucion de la PPF. Las
lineas que delimitan a la caja indican el 10 y 90 percentil. Los simbolos representan valores atipicos de
la distribucién normalizada. F) Trazos representativos de la facilitacion por pulso pareado del promedio
de 5 barridos consecutivos mostrando la respuesta tipica obtenida en las condiciones y edad indicada.
*p < 0.05; **p <0.001.
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- Alos 90 DPN, el tratamiento neonatal con MK-801 produce una marcada
alteracion en las fases tempranas de LTD y LTP en la region CA1 del
hipocampo

Datos previos (Hernandez Frausto M, Tesis Maestria), indicaron que a los 30
DPN hay una disminucién en la induccién de LTP sin modificaciones en la
induccion de LTD. En los siguientes experimentos, exploramos las
capacidades de plasticidad de la region CAl a los 90 DPN. Se usaron
rebanadas frescas de hipocampo de animales de 90 DPN para los registros
electrofisiologicos. Se obtuvo una respuesta basal seguida de estimulacion de
baja frecuencia (LFS, 900 pulsos a un 1hz). La LFS produjo una depresion de
la respuesta sinaptica (fEPSP a los 60 minutos post LFS = 69.3 £ 3.3% de
acuerdo con la basal; prueba U de Mann Whitney p < 0.01; Figura 13B,
simbolos blancos). Después de este periodo de registro, se incrementé la
corriente de estimulacién para que la respuesta deprimida alcanzara una
amplitud similar a la respuesta basal. Alcanzadas estas condiciones, se
adquirio una segunda basal de fEPSPs durante 15 minutos. Tras este periodo,
se aplico estimulacion de alta frecuencia (HFS; 100 pulsos a 100 Hz, repetido
2 veces) para inducir LTP. La HFS produjo una potenciacion post-tetanica
(PTP) seguida de un incremento estable de la pendiente del fEPSP (PTP =
267.02 £ 24.3% con respecto a la basal; p < 0.001; fEPSP a los 60 min post
HFS =170.62 + 15% de acuerdo con la basal; p <0.001; n =11 rebanadas / 8
animales; Figure 13B, simbolos blancos). En marcado contraste, los animales
tratados con MK-801 mostraron una disminucién en la capacidad para
expresar LTD y LTP. La LFS indujo depresion transitoria que se convirtié en
potenciacion sinaptica a los 60 minutos (fEPSP a los 60 min post-LFS = 144.2
+ 11% de acuerdo con la basal; p < 0.001). De forma similar, la HFS produjo
una menor PTP y no fue capaz de inducir potenciacién de la pendiente del
fEPSP (PTP = 229.56 + 26.4% con respecto a la basal; p < 0.001; pendiente
de la fEPSP a los 60 min post HFS = 94 + 5.6% de acuerdo con la basal; p

>0.05; n = 11 rebanadas/8 animales; Figura 13B, simbolos grises). Los trazos
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representativos de ambas condiciones experimentales se muestran en la
Figura 13Ay, la magnitud del cambio en la pendiente del fEPSP se muestran
en la Figura 13C y figura 13D, respectivamente. En conjunto, estos resultados

muestran que los animales tratados neonatalmente con MK-801 presentan un
mal funcionamiento en la induccién de la plasticidad sindptica (LTD y LTP) de

la region CA1 alos 90 DPN.
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Figura 13. El tratamiento neonatal con MK-801 modificala induccion de la depresion alargo plazo
y de la potenciacion alargo plazo a los 90 DPN. A) Trazos representativos (promedio de 5 barridos
consecutivos) de fEPSP de la regién CA1 a los 90 DPN, obtenidos a los tiempos indicados en la gréfica
de curso temporal. B) Curso temporal resumiendo la respuesta de la LFS seguida de la HFS en
rebanadas de animales de 90 DPN en condiciones control (n =, simbolos blancos) y de MK-801 (n = 11,
simbolos grises). C) Grafico de barras donde se resume la respuesta de la pendiente del fEPSP a (2) la
LFS, (4) PTPy, (5) la potenciacion en animales control y tratados con MK-801 (barras blancas y grises,
respectivamente). La linea horizontal punteada representa la respuesta media para cada experimento y
la barra representa la respuesta promedio; el error indica la SEM. D) Probabilidad acumulada de la
distribucion de las pendientes del fEPSP de rebanadas control y MK-801 de 90 DPN (circulos blancos y
grises, respectivamente). *p<0.05; **p<0.01; **p<0.001.

- El tratamiento neonatal con MK-801 modifica la plasticidad sinaptica a

corto plazo

Estudios previos han demostrado la relacion lineal entre la magnitud del
incremento sinaptico y la concentracion del calcio residual en la terminal
presinaptica (Zucker & Regehr, 2002). Ya que la cinética y magnitud de los
fEPSPs durante la estimulacion LFS o PTP es diferente en los animales MK-
801 con respecto a los controles, se evalud si las diferencias en estos
parametros de PTP e incremento del fEPSP. A los 30 DPN, la LFS produjo una
potenciacion inmediata de la amplitud del fEPSP de 124.43 + 2.9% con
respecto a la basal, que decayd a 61.7 + 5.4% durante los 15 minutos de la
estimulacion (n = 11 rebanadas; Figura 14A, simbolos blancos) y present6 una
constante de caida (tirs) de 5.40 £ 0.51 min (linea roja). En contraste, los
animales tratados con MK-801 presentaron una potenciacion mayor (192.8 +
2.28% con respecto a la basal) que disminuyé a 67.9 £ 1.95% (n= 11
rebanadas; Figura 14A, simbolos grises) teniendo una menor tirs (4.72 + 0.32
min). A los 90 DPN, la LFS produjo una potenciacion mayor en los animales
tratados con MK-801 en comparaciéon con el control (potenciacién a los 90
DPN en animales control = 123.87 + 2.41% con respecto a la basal y una
depresion de 73.3 = 8.22% durante los 15 minutos de LFS; n= 11 rebanadas;
Figura 13B, simbolos blancos. Potenciacién en los animales tratados con MK-
801 = 155.9 + 5.6% con respecto a la basal; depresion de 87.43 + 14.59% n=

11 rebanadas; Figura 14B, simbolos grises). La potenciacion durante la LFS
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en el grupo MK-801 redujo la constante de caida (tLrs control a los 90 DPN =

4.51 + 0.48 min. TLrs animales tratados con MK-801 = 3.49 = 0.27 min).

Por otra parte, a los 30 DPN, la HFS produjo una fuerte PTP en condiciones
control en comparacion con el grupo tratado con MK-801 (PTP en condiciones
control = 353.52 + 14.52% con respecto a la basal; PTP en el grupo MK-801 =
204 + 27.8; Figura 14C, simbolos blancos y grises para control y MK-801,
respectivamente). La constante de caida de la PTP (trte) para el grupo control
fue de 1.09 + 0.1 min y de 2.46 + 0.28 min para los animales tratados con MK-

801. De forma similar, a los 90 DPN, en condicién control se observé una

mayor PTP y una menor tete que las rebanadas de animales tratados con MK-

801 (PTP control = 267.01 + 24.36% de acuerdo a la basal; control tetp = 1.48
+ 0.74 min; PTP en el grupo MK-801 = 229.56 + 26.4% de acuerdo a la basal
y una tere = 1.80 £ 0.13 min; Figura 14D, simbolos blancos y grises para

control y MK-801, respectivamente). En conjunto, estos resultados indican que
el tratamiento neonatal con MK-801 también interfiere con el incremento
residual y presinaptico del calcio, el fenémeno fisiolégico responsable de la
facilitacion sinaptica, incremento en la amplitud y la potenciacion del fEPSP
(Zucker & Regehr, 2002).
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Figura 14. La exposicién neonatal con MK-801 modifica la plasticidad a corto plazo de laregién
CALl. A,B) Scatterplots donde se muestra la cinética del cambio en la amplitud del fEPSP durante la LFS
(900 pulsos, 1 Hz) en animales control y tratados con MK-801 (simbolos blancos y grises) a los 30 y 90
DPN (paneles izquierdo y derecho, respectivamente). Las rebanadas de animales tratados con MK-801
presentaron una facilitacion mayor en respuesta a la estimulacion eléctrica. Los trazos muestran (1) la
facilitacion méxima inicial y (2) la amplitud del fEPSP al final de la LFS. La linea punteada roja indica el
promedio de la amplitud del fEPSP durante la adquisicion de la basal. C,D) Scatterplots construidos de
la amplitud del fEPSP durante la potenciacién postetanica (inmediatamente después de la HFS). La
magnitud de la PTP fue similar en condiciones control a los 30 y 90 DPN y disminuy6 en rebanadas de
animales tratados con MK-801.

- El tratamiento neonatal con MK-801 altera la expresion de la fase tardia

de la LTP alos 30 DPN

Existen diversos estudios que evaluan el papel de la fase tardia de la LTP
como el mecanismo molecular que subyace a la consolidacién de la memoria

en laregion CA1 del hipocampo (Huang & Kandel, 1994; U. Frey, Y.-Y. Huang,
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1993). De igual forma, la activaciéon farmacolégica de la cascada de
sefalizacion adenilato ciclasa (AC) -AMPc induce la L-LTP in vitro hasta por 6
horas. A nivel experimental, la activacion de la AC se logra aplicando su
activador selectivo, forskolina (50 pM) en combinacion con el inhibidor no
especifico de fosfatasas, IBMX (50 uM).

En condicién control, se observé que la perfusion de forskolina e IBMX (FSK-
IBMX, 25 min) produce un incremento sostenido de la pendiente del fEPSP
gue persiste por lo menos cuatro horas (Control = fEPSP durante la FSK/IBMX
302 + 60 % en comparacion con la basal; fEPSP a los 120 min: 233 £ 52 %; a
los 240 min 169 + 24%, n= 11, circulos blancos. Figura 15). Sin embargo, en
rebanadas obtenidas de animales MK-801, la FSK+IBMX no fue capaz de
mantener el incremento de la pendiente del fEPSP (FSK/IBMX 119 + 25%; a
los 120 minutos: 67 + 13 %; a los 240 minutos: 50 £ 12; n= 11, circulos grises)
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Figura 15. El tratamiento neonatal con MK-801 modifica la expresion de la fase tardiade laLTP a
los 30 DPN. A) Trazos representativos obtenido de animales control y tratados neonatalmente con MK-
801 evaluados a los 30 DPN. B) Curso temporal del promedio de 11 experimentos por grupo de
rebanadas obtenidas de animales control y de animales tratados neonatalmente con MK-801 (circulos
blancos y grises, respectivamente). La perfusién de FSK-IBMX durante 25 minutos induce una
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potenciacion del fEPSP estable y sostenido durante 4 horas en condiciones control. En contraste, la
perfusion de FSK-IBMX no produce el mismo efecto en rebanadas de animales tratados con MK-801,
observandose un incremento transitorio seguido de una caida por debajo de los niveles basales. C)
Grafico de barras donde se resume el efecto de la perfusion de FSK-IBMX sobre la pendiente del fEPSP
en condiciones control y MK-801 a distintos tiempos (Barras blancas y grises, respectivamente) **p<0.01;
***p<0.001.

- El tratamiento neonatal con MK-801 altera el mantenimiento de la fase
tardia de la LTP a los 90 DPN

De igual manera se evaluo el estado de la fase tardia, en el grupo control y en
animales MK-801 adultos (90 DPN). En condicion control, la perfusion de FSK-
IBMX indujo un incremento en la pendiente del fEPSP por 4 horas (fEPSP
durante la FSK/IBMX 276 + 39 %; fEPSP a los 120 min post-FSK/IBMX 153 +
17 %; fEPSP a los 240 min post-FSK/IBMX 222 + 56 % en comparacion con
la basal, n= 7, Figura 16, circulos blancos). En contraste, en rebanas de
animales MK-801, la combinacion FSK-IBMX produjo un incremento transitorio
en el fEPSP seguido de una depresion sinaptica (fEPSP durante la FSK/IBMX
130 £ 21 %; fEPSP a los 120 min post-FSK/IBMX 85 £ 18 %; 240 min post-
FSK/IBMX 65 + 12% con respecto a la basal, n= 6; Figura 16, circulos grises).
Este resultado sugiere que la hipofuncion de los receptores de glutamato,
inducida por el tratamiento neonatal con MK-801, causa modificaciones a largo

plazo en la funcionalidad de las sinapsis hipocampales.
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Figura 16. El tratamiento neonatal con MK-801 impide la expresiéon de la fase tardia de la LTP a
los 90 DPN. A) Trazos representativos de fEPSP obtenidos de animales control y tratados
neonatalmente con MK-801 de 90 DPN. B) Curso temporal del promedio de 7 y 6 experimentos (control
y MK-801, circulos blancos y grises, respectivamente). La perfusion de FSK-IBMX durante 25 minutos
produce una potenciacion del fEPSP que se mantiene estable durante 4 horas en condiciones control.
En marcado contraste, la perfusién de FSK-IBMX no es capaz de mantener el incremento, observandose
un incremento transitorio seguido de una caida a niveles basales. C) Grafico de barras que resume el
efecto de la perfusion de FSK-IBMX sobre la pendiente del fEPSP en condiciones control y MK-801 a
distintos tiempos (barras blancas y grises, respectivamente) **p<0.01.

Tras la identificacion de las alteraciones conductuales asociadas al hipocampo
y de plasticidad siaptica de la region CAL, evaluamos si la dopamina, via sus
receptores D1-like, es capaz de revertir el dafio conductual y de plasticidad

sinaptica producido por el tratamiento neonatal con MK-801.

- Efecto de la administracién intra-hipocampal en la region CA1 dorsal del
agonista dopaminérgico D1-like SKF-38393 en el desempefio en el

laberinto de Barnes a los 30 DPN

Durante el aprendizaje existen diversas etapas que permiten determinar el
establecimiento de memorias en el hipocampo y las cuales, se cree estan

asociadas a la modulacién dopaminérgica en el hipocampo. En la figura 17 se

51



muestra la latencia para encontrar el cajon de escape durante el entrenamiento
y prueba en animales a los 30 DPN a los que se les infundié por via intra-
hipocampal vehiculo (solucion salina 0.9 %) o SKF-38393 (barras azules y
amarillas, respectivamente). Durante el entrenamiento los animales tratados
neonatalmente con MK-801 que recibieron salina (MK-801/Salina) presentaron
una marcada disminucion en la latencia para encontrar el cajon de escape al
cuarto dia de entrenamiento (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H=19.140 con
3 grados de libertad; p=<0.001; barras azules, Figura 17, panel A). De forma
similar, los animales tratados con MK-801 neonatal tratados con SKF-38393
(MK-801/SKF-38393) presentaron una disminucion en la latencia para
encontrar el cajon de escape a partir del tercer dia de entrenamiento (Kruskal
Wallis seguido de Dunn’s H= 30.641 con 3 grados de libertad; p=<0.001;
barras amarillas, Figura 17, panel A), observandose diferencias hasta el cuarto
dia de entrenamiento entre ambos grupos. En contraste el dia de la prueba,
los animales a los tratados con vehiculo (MK-801/Salina) requirieron un tiempo
mayor para encontrar el cajon de escape en comparacion con los animales
tratados con el agonista dopaminérgico tipo-D1 (MK-801/SKF38393) ( MK-
801/Salina barra azul; MK-801/SKF38393 barra amarilla, prueba U de Mann
Whitney p<0.05; Figura 17, panel B), lo que nos sugiere que el agonista
dopaminérgico D1-like mejora la consolidacion de la memoria en los animales
tratados neonatalmente con MK-801 desde los 30 DPN. Nuestros resultados
indican que en animales tratados neonatalmente con MK-801 evaluados a los
30 DPN, la latencia para encontrar el cajon de escape durante el
establecimiento de la memoria incrementa de manera significativa en la prueba

conductual de laberinto de Barnes.
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Figura 17. Latencia en segundos para encontrar el cajon de escape en el laberinto de Barnes alos 30 DPN en
animales tratados neonatalmente con MK-801 divididos en grupo salinay grupo SKF-38393. A) Latencia en
segundos para encontrar el cajon de escape durante 4 dias de entrenamiento. B) Latencia para encontrar el cajon de
escape durante la prueba entre ambos grupos, tras la administracion intrahipocampal del agonista dopaminérgico D1-
like (SKF-38393, barra amarilla, n=11) y vehiculo (solucién salina, barra azul, n=9). Prueba de Kruskal Wallis seguido
de Dunn’s comparando el mismo grupo en los distintos dias ### p<0.05, *p<0.05 prueba U de Mann Whitney para

comparar el mismo dia entre los distintos grupos. *p<0.05 prueba U de Mann Whitney para comparar los distintos

grupos el dia de la prueba.

En cuanto al nimero de errores para encontrar el cajon de escape, en la figura
18 se muestra que durante el entrenamiento el grupo tratado con vehiculo
(MK-801/Salina, barras azules) presenté una disminucion significativa en el
namero de errores para encontrar el cajén de escape hasta el cuarto dia de
entrenamiento (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H= 15.240 con 3 grados de
libertad; p=0.002; barras azules, Figura 18, panel A). De forma similar, los
animales tratados el agonista D1-like (MK-801/SKF-38393) presentaron una

disminucién en la latencia para encontrar el cajon de escape a partir del tercer
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dia de entrenamiento (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H= 24.645 con 3
grados de libertad; p=<0.001; barras amarillas, Figura 18, panel A). En
contraste, los animales que recibieron vehiculo (MK-801/Salina) presentaron
un nuamero mayor de errores para encontrar el cajéon de escape en
comparacién al grupo que fue inyectado con el agonista dopaminérgico (MK-
801/SKF38393) (prueba U de Mann Whitney p=0.022; MK-801/Salina barras
azules, MK-801/SKF38393 barras amarillas, respectivamente. Figura 18,
panel B). En conjunto estos resultados nos sugieren, que la inyeccién del
agonista dopaminérgico D1-like mejora la consolidaciéon de la memoria en

animales de 30 DPN tratados neonatalmente con MK-801.
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Figura 18. Namero de errores para encontrar el cajon de escape en el laberinto de Barnes 30 DPN en animales
tratados neonatalmente con MK-801 divididos en grupo MK-801/salina y grupo MK-801/SKF-38393. A) NUmero
de errores para encontrar el cajon de escape durante 4 dias de entrenamiento. B) Niumero de errores en encontrar el
cajon de escape durante la prueba entre ambos grupos, tras la administracion intrahipocampal del agonista

dopaminérgico D1-like (SKF-38393, barra amarilla, n= 11) y vehiculo (solucion salina, barra azul, n=9). Prueba de
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Kruskal Wallis seguido de Dunn’s comparando el mismo grupo en los distintos dias contra el primer dia ### p<0.05y
entre el segundo con el dia tres y cuatro &&& p< 0.001, prueba U de Mann Whitney para comparar el mismo dia entre

los distintos grupos. *p<0.05 prueba U de Mann Whitney para comparar los distintos grupos el dia de la prueba.

- Efecto de la administracién intra-hipocampal de SKF-38393 en animales

de 90 DPN sobre el desempefio en el laberinto de Barnes

En la figura 19 se muestran la latencia para encontrar el cajéon de escape
durante el entrenamiento y prueba en animales de 90 DPN a los que se les
infundio por via intra-hipocampal vehiculo (solucion salina 0.9 %) o SKF-38393
(barras azules y amarillas, respectivamente). Durante el entrenamiento los
animales tratados neonatalmente con MK-801 a los que se les infundio el
vehiculo (MK-801/salina) presentaron una marcada disminucion en la latencia
hasta el cuarto dia de entrenamiento (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H=
9.007 con 3 grados de libertad; p=< 0.029; barras azules, Figura 19, panel A).
Por otro lado, los animales tratados con MK-801 a los que se les infundio el
agonista D1-like (MK-801/SKF-38393) no presentaron una disminucion
significativa en la latencia para encontrar el cajon de escape durante el
entrenamiento (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H= 3.284 con 3 grados de
libertad, p=0.350; barras amarillas, Figura 19, panel A). Durante la fase de
prueba, los animales a los que se les infundié el vehiculo (MK-801/Salina)
presentaron un mayor tiempo para encontrar el cajon de escape en
comparacion a los que se les infundié el agonista dopaminérgico D1-like (MK-
801/SKF38393) (MK-801/Salina, barra azul, MK-801/SKF38393, barra
amarilla; prueba U de Mann Whitney p<0.01, Figura 19, panel B). Estos
resultados en conjunto con los obtenidos en animales adolescentes (Figura
18, panel B) nos sugieren que la activaciéon de los receptores dopaminérgicos
D1-like previo a la fase de retencién mejora la consolidacion de la memoria en
animales que fueron sometidos a un tratamiento neonatal con un antagonista

glutamatérgico (MK-801). A su vez, los datos obtenidos durante la fase de
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adquisicion (entrenamiento) nos indican que, durante la etapa adulta, los

animales presentan una mayor alteracion en aprender y encontrar el cajon de

escape.
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Figura 19. Latencia en segundos para encontrar el cajon de escape en el laberinto de Barnes 90 DPN en
animales tratados neonatalmente con MK-801 divididos en grupo MK-801/salina y grupo MK-801/SKF-38393.
A) Latencia en segundos para encontrar el cajén de escape durante 4 dias de entrenamiento. B) Latencia para
encontrar el cajon de escape durante la prueba entre ambos grupos, tras la administracién intrahipocampal del
agonista dopaminérgico D1-like (SKF-38393, barra amarilla, n= 14) y el vehiculo (solucién salina, barra azul, n= 12).
Prueba de Kruskal Wallis seguido de Dunn’s comparando el mismo grupo en los distintos dias ### p<0.05, prueba U

de Mann Whitney para comparar el mismo dia entre los distintos grupos. **p<0.01 prueba U de Mann Whitney para

comparar los distintos grupos el dia de la prueba.

Después, se mididé el numero de errores para encontrar el cajon de escape en

animales tratados con MK-801 neonatal y que se les infundié el vehiculo (MK-
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801/Salina) y a los cuales se les infundi6 el agonista D1-like (MK-
801/SKF38393). Durante el entrenamiento el grupo MK-801/Salina presento
una disminucion significativa del numero de errores para encontrar el cajon de
escape hasta el cuarto dia de entrenamiento (Kruskal Wallis seguido de
Dunn’s H= 9.382 con 3 grados de libertad; p= 0.025; barras azules, Figura 20,
panel A). Por otro lado, el grupo MK-801/SKF38393 no presento una
disminucion significativa durante el entrenamiento en el numero de errores
para encontrar el cajéon de escape (Kruskal Wallis seguido de Dunn’s H=1.013
con 3 grados de libertad; barras amarillas, Figura 20, panel A). Sin embargo,
durante la fase de prueba, los animales MK-801/Salina a los que se les infundio
el vehiculo presentaron un mayor nimero de errores para encontrar el cajon
de escape en comparacion con el grupo MK-801/SKF38393 (MK-801/Salina,
barra azul; MK-801/SKF38393, barra amarilla, prueba U de Mann Whitney
n=0.024. Figura 20, panel B). En conjunto nuestros resultados de animales
gue fueron inyectados via intrahipocampal con el agonista dopaminérgico tipo-
D1 presentaron una mejora significativa en la retencién de la memoria lo que
nos sugiere cambios en los niveles de dopamina en animales tratados con MK-

801 que se asocian a alteraciones en los procesos cognitivos del hipocampo.
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Figura 20. Namero de errores para encontrar el cajon de escape en el laberinto de Barnes 90 DPN en animales
tratados neonatalmente con MK-801 divididos en grupo MK-801/salina y grupo MK-801/SKF-38393. A) NUmero
de errores para encontrar el cajéon de escape durante 4 dias de entrenamiento. B) NUmero de errores en encontrar el
cajon de escape durante la prueba entre ambos grupos, tras la infusién intrahipocampal del agonista dopaminérgico
D1-like (SKF-38393, barra amarilla, n= 14) y vehiculo (solucién salina, barra azul, n= 12). Prueba de Kruskal Wallis
seguido de Dunn’s comparando el mismo grupo en los distintos dias contra el primer dia ### p<0.05, prueba U de

Mann Whitney para comparar el mismo dia entre los distintos grupos. *p<0.05 prueba U de Mann Whitney para

comparar los distintos grupos el dia de la prueba.
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- Alos 30 DPN, la perfusion del agonista tipo-D1 facilita el mantenimiento
de la fase tardia de la LTP en rebanadas de animales tratados
neonatalmente con MK-801

En la figura 21 se muestran los efectos de la perfusion de FSK/IBMX en
rebanadas obtenidas de animales MK-801 de 30 DPN y un segundo grupo
experimental en presencia del agonista dopaminérgico tipo-D1 (SKF38393).
En las rebanadas de los animales MK-801 el tratamiento con FSK/IBMX no
induce la fase tardia de la LTP (FSK/IBMX 119 + 25%; a los 120 minutos: 67
+ 13 %; a los 240 minutos: 50 = 12; n= 11, simbolos grises). Sin embargo, en
rebanadas tratadas con MK-801 en presencia adicional de SKF38393 (20
minutos de basal, 25 minutos con FSK/IBMX, y 10 minutos post-FSK/IBMX) se
observo un incremento sostenido del fEPSP que continu6 hasta el final del
experimento (FSK/IBMX 359.54 + 54. 17; a los 120 minutos: 232.16 + 39.69; a
los 240 minutos: 167.36 £ 7.26; n= 8). En conjunto, estos experimentos
sugieren que la activacion farmacolégica de los receptores D1-like revierte los
dafnos en la plasticidad sinaptica inducidos por la administraciéon neonatal de
MK-801.
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Figura 21. Expresion y mantenimiento (fase tardia) de laLTP en animales tratados neonatalmente con MK-801
evaluados alos 30 DPN tras la activacion de los receptores dopaminérgicos tipo-D1. A) Trazos representativos
obtenidos de animales de 30 DPN tratados con MK-801 sin y con presencia del farmaco SKF-38393. B) Curso
temporal del promedio de experimentos independientes de animales tratados con MK-801 sin y con perfusién del
agonista tipo-D1 (circulos grises y amarillos respectivamente). La perfusion de FSK/IBMX induce un incremento
transitorio y un decaimiento por debajo de la basal durante las 4 horas de registro en rebanadas de animales tratados
con MK-801. En marcado contraste, las rebanadas a las que se les perfundié el agonista tipo-D1 presentan un
incremento en la pendiente del fEPSP que se mantiene durante todo el registro. C) Grafico de barras que resume el
efecto de la perfusion de FSK/IBMX sobre la pendiente del fEPSP en ambas condiciones. U de Mann Whitney p<0.01.
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- A los 90 DPN, la perfusion del agonista tipo-D1 promueve el
mantenimiento de la fase tardia de la LTP en rebanadas de animales
tratados neonatalmente con MK-801

Finalmente, se determing si el tratamiento con el agonista tipo-D1 a los 90 DPN
promueve el mantenimiento de la fase tardia de la LTP. Comparado con el
control, el tratamiento con FSK/IBMX en rebanadas de 90 DPN de animales
tratados con MK-801 causa una potenciacion transitoria seguido por depresion
sinaptica (FSK/IBMX 130.48 + 20.85 %,; a los 120 minutos 85.80 + 18.42; a los
240 minutos 64.66 + 12.22 %; n = 7, simbolos grises, figura 22). En marcado
contraste, cuando las rebanadas de los animales MK-801 fueron tratados con
SKF-38393 la perdida de la fase tardia de la LTP fue completamente revertida
(FSK/IBMX 241.91 £ 54 %; a los 120 minutos post FSK/IBMX: 202.39 + 47.39
%; 240 minutos post FSK/IBMX: 200 £ 26.96 %; n= 6, simbolos amarillos,
figura 22). Estos experimentos indican que, en la etapa adulta, la estimulacion
farmacoldgica de los receptores D1-like revierte el dafio cognitivo y de
plasticidad sinaptica inducido por la hipofuncion glutamatérgica durante el
desarrollo temprano postnatal. Conjuntamente, estos resultados abren una
ventana terapéutica para tratar ciertas alteraciones asociadas a la

esquizofrenia que a continuacién se discuten.
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Figura 22. Expresion y mantenimiento (fase tardia) de laLTP en animales tratados neonatalmente con MK-801
evaluados alos 90 DPN tras la activacion de los receptores dopaminérgicos tipo-D1. A) Trazos representativos
obtenidos de animales de 30 DPN tratados con MK-801 sin y con presencia del farmaco SKF-38393. B) Curso
temporal del promedio de experimentos independientes de animales tratados con MK-801 sin y con perfusion del
agonista tipo-D1 (circulos grises y amarillos respectivamente). La perfusion de FSK/IBMX induce un incremento
transitorio y un decaimiento por debajo de la basal durante las 4 horas de registro en rebanadas de animales tratados
con MK-801. En marcado contraste, las rebanadas a las que se les perfundié el agonista tipo-D1 presentan un
incremento en la pendiente del fEPSP que se mantiene durante todo el registro. C) Grafico de barras que resume el
efecto de la perfusion de FSK/IBMX sobre la pendiente del fEPSP en ambas condiciones. U de Mann Whitney p<0.01.
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DISCUSION

En el presente trabajo, combinando registros electrofisiol6gicos en rebanadas
frescas de laregién CA1 del hipocampo dorsal con evaluaciones conductuales
en el laberinto de Barnes, una prueba especifica para evaluar la memoria
dependiente del hipocampo, comprobamos que en animales tratados
neonatalmente con MK-801 se presentan cambios en la plasticidad sinaptica
y conductuales desde etapas tempranas del desarrollo postnatal (30 DPN), sin
gue se hayan manifestado las conductas tipicas del modelo de esquizofrenia,
como disminucién en el reconocimiento de objetos novedosos, en la

interaccion social y un incremento en la inhibicion por prepulso.

También demostramos que, la exposicion neonatal al MK-801 causa una
reduccion progresiva de la fuerza sinaptica en la region CA1 del hipocampo,
gue termina por modificar las capacidades de plasticidad de corta y larga
duracion en esta region cerebral. Asi, desde etapas tempranas del desarrollo,
como son los 30 DPN, hay un deterioro en la memoria y una falla en la
induccion de procesos de plasticidad sinaptica. Estas modificaciones son de
mayor magnitud en la etapa adulta (90 DPN), lo que sugiere un deterioro en el
aprendizaje y memoria que se acompafian de una incapacidad de inducir y
mantener procesos de plasticidad sinaptica de corta y larga duracion en el

hipocampo.

Finalmente, demostramos que la neuromodulacion dopaminérgica, a través de
la activacion de los receptores D1-like, es capaz de revertir la disminucion en
los procesos de retencion lo que sugiere una disminucién en la sintesis de

nuevas proteinas necesarias para el mantenimiento de la fase tardiade laLTP.

Estos datos muestran por primera vez, que el tratamiento neonatal con MK-
801 produce cambios en la neurotransmision del hipocampo dependientes de
receptores glutamatérgicos como los procesos de memoria y aprendizaje y
gue la activacion de receptores dopaminérgicos D1-like es capaz de revertir

las deficiencias observadas en el aprendizaje y memoria en una prueba
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conductual de memoria asociada al estudio del funcionamiento hipocampal y

contribuye al mantenimiento de la fase tardia de la LTP.

Nuestros resultados muestran que, en animales control de 30 y 90 DPN, se
presenta una disminucion progresiva en la latencia y el nimero de errores para
encontrar el cajon de escape durante la fase de entrenamiento (también
denominada fase de adquisicion) que se mantiene hasta la fase de prueba
(fase de retencion). Estos datos indican que, durante ambas etapas del
desarrollo hay un periodo de aprendizaje y memoria que se ve reflejado como,
una mejora del desempefio en el laberinto de Barnes que se asocia a un buen
funcionamiento hipocampal (Bernabeu et al., 1997; Gorter & de Bruin, 1992;
Lim, Taylor, & Malone, 20122) En condiciones basales, nosotros observamos
gue hay cambios sutiles durante el desarrollo mostrando, una mayor eficiencia
en el desemperfio de la prueba en los animales adultos en comparacion con
los jévenes. Esto puede deberse a que durante la infancia y adolescencia se
llevan a cabo procesos de poda neuronal, que se manifiestan con un
incremento en la remocién de axones y de sinapsis para incrementar la
eficacia sinaptica en la etapa adulta del individuo (Iglesias & Villa, 2007), lo
cual puede observarse como una mejora en procesos de aprendizaje durante
etapas tempranas de la adultez, como lo muestran Sohji y colaboradores al
evaluar los parametros de latencia y numero de errores en el laberinto de
Barnes en distintos etapas del desarrollo, indicando un mejor desempefio en
el laberinto de Barnes (Shoji, Takao, Hattori, & Miyakawa, 2016). En
conclusién, las etapas de desarrollo evaluadas en el presente trabajo pueden
reflejar la transicion de la maduracion hipocampal, que se da de manera

natural durante distintas etapas del desarrollo.

En contraste, nuestros resultados indican que el tratamiento neonatal con MK-
801 provoca un aprendizaje mas lento durante la fase de adquisicion y un

incremento en la latencia y el nUmero de errores para encontrar el cajon de
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escape en la fase de retencién en ratas macho de 30 DPN. Ambos procesos
son dependientes del funcionamiento hipocampal, pero los mecanismos que
subyacen a cada uno de estos procesos pueden diferir entre si (Bernabeu et
al., 1997; Broussard et al., 2016; Simpson et al., 2010). La fase de adquisicién
es un proceso por el cual, el roedor comienza a integrar la informacion espacial
del entorno que le permite la localizacion del cajon de escape (Sunyer, Patil,
Hoger, & Luber, 2007), mientras que en la fase de retencion el animal evoca
el recuerdo acerca de la posicion espacial del cajon de escape. En esta etapa
el animal es mas eficaz y rapido para encontrar el cajén que durante la etapa
de adquisicion (Harrison, Reiserer, Tomarken, & McDonald, 2006). De forma
similar a nuestros datos, Hao y colaboradores usando un modelo de
esquizofrenia por activacion inmune prenatal, encontraron que hay un
deterioro parcial para encontrar el cajon de escape durante la fase de
adquisicion y una alteracion marcada para localizar el cajon de escape durante
la fase de retencion en el laberinto de Barnes en animales adolescentes de 40
DPN (Hao et al.,, 2019). A su vez, Li y colaboradores reportan que el
tratamiento neonatal con MK-801 produce déficits en la ejecucion en el
laberinto acuatico de Morris y en el contexto novedoso para el reconocimiento
de objetos, en ratas adolescentes de 40 DPN (Li et al., 2011). En conjunto,
nuestros datos y los de distintos grupos de investigacion, indican que en
diversos modelos de esquizofrenia, los procesos cognitivos asociados a la
memoria y aprendizaje que se integran en el hipocampo comienzan a
presentar alteraciones importantes desde etapas tempranas de la
adolescencia, aun cuando no se hayan manifestado conductas tipicas de este
modelo de esquizofrenia, como son las alteraciones en la inhibicién por
prepulso, en el reconocimiento de objetos novedosos, la hiperlocomocion y

disminucién en la interaccién social.

Nuestros resultados también muestran que a los 90 DPN, el tratamiento
neonatal con MK-801 provoca una alteracién en el desempefio del laberinto
de Barnes tanto en la fase aprendizaje como de memoria, en los dos

parametros evaluados (latencia y nimero de errores), lo que muestra una
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progresion de las alteraciones del funcionamiento hipocampal asociadas a
este modelo de esquizofrenia. Esto se relaciona de forma similar con diversos
estudios que analizan el papel del tratamiento con MK-801 en etapa neonatal
y, en otros asociados a alteraciones durante el neurodesarrollo, en diversas
conductas. Por ejemplo, Gorter y Bruin evaluaron el efecto del tratamiento
neonatal con MK-801 en ratas sobre el comportamiento en el laberinto
acuatico de Morris a los 140 DPN y observaron un incremento en la latencia y
distancia para encontrar la plataforma durante la fase de entrenamiento
(Gorter & de Bruin, 1992; Lim, Taylor, & Malone, 2012a). Asi mismo, McLamb
y colaboradores reportan que los déficits cognitivos asociados al tratamiento
neonatal con MK-801 comienzan a manifestarse hasta la etapa adulta,
evaluando la latencia para encontrar la plataforma durante la fase de
adquisicion y retencion de la prueba de laberinto acuatico de Morris (Lim,
Taylor, & Malone, 2012b; McLamb, Williams, Nanry, Wilson, & Tilson, 1990).
Finalmente, Néhmet y colaboradores indican que el tratamiento neonatal con
MK-801 produce alteraciones en el desempefio del laberinto radial durante las
etapas de adquisicion y retencion al evaluar la latencia para encontrar la
plataforma durante la etapa adulta del animal (Lim et al., 2012b; Németh et al.,
2002).

Sin embargo, no son los Unicos estudios que han evaluado las alteraciones
cognitivas en ratas durante la etapa adulta en modelos de esquizofrenia
basados en la alteracibn durante el neurodesarrollo. Takahashi y
colaboradores reportan que el tratamiento prenatal con acetato de
metilazoximetanol como modelo de esquizofrenia basado en alteraciones
durante el neurodesarrollo produce una disminucion en el desempefio del
roedor en la prueba de laberinto en Y que mide la funcionalidad cognitiva
durante la etapa post-puberal (Takahashi et al., 2019). De igual forma, Hao y
colaboradores encontraron que la exposicion prenatal con Poly I:C (acido
polinosinico-policitidilico) produce cambios en diversos paradigmas cognitivos,

como la evitacion pasiva y el laberinto de Barnes, que se observan como una
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disminucion en la latencia para entrar al lugar oscuro o al cajén de escape en

ambas pruebas durante la etapa adulta del animal (Hao et al., 2019).

El déficit cognitivo observado durante la etapa adulta de los animales tratados
neonatalmente con MK-801, asi como en diversos modelos de esquizofrenia
basados en la interrupcién del neurodesarrollo adecuado, estd acompafiado
de conductas que mimetizan los sintomas negativos y positivos de la
esquizofrenia cdmo una hiperlocomocién, alteraciones en inhibicién por
prepulso, disminucion en la sociabilidad en la prueba de interaccion social.
Estudios realizados por nuestro grupo de investigacion muestran que el
tratamiento neonatal con MK-801 provoca alteraciones en el procesamiento
sensoriomotor durante la etapa adulta en la prueba de inhibicion por prepulso
y una disminucion en la sociabilidad de las ratas macho evaluada en la prueba
de interaccion social (Hernandez-Frausto et al., 2019). Estos datos
concuerdan con los resultados obtenidos por el grupo de investigacion de
Uehara y colaboradores, los cuales reportaron un incremento en el indice de
sobresalto en la prueba de inhibicidon por prepulso, que se acompafa por una
hiperlocomocion en la etapa adulta del animal (Uehara et al., 2009). En
conjunto nuestros resultados sugieren que una interrupcion del
neurodesarrollo en etapas criticas produce déficits cognitivos durante la etapa
adulta del animal que estan acompafados de alteraciones conductuales que
mimetizan los sintomas negativos y positivos de la esquizofrenia, tales como

incrementos en la locomocion y disminucion en la sociabilidad del animal.

En conclusion, el tratamiento neonatal con un antagonista de los receptores
NMDA, derivan en déficits cognitivos asociados a alteraciones en el
hipocampo desde etapas tempranas del desarrollo y que se exacerban

conforme el animal alcanza la edad adulta.
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- Fuerza sinaptica y plasticidad hipocampal

Nuestros experimentos muestran una pérdida progresiva en la relacion entre
la salva aferente presinaptica y el subsecuente fEPSP de animales tratados
con MK-801. Dado que los cambios en la fuerza de la salva aferente indican
modificaciones en el tamafio y la temporalidad de la entrada presinaptica a las
células piramidales de CA1 (Andersen et al., 1980) y que la amplitud de la
salva aferente es proporcional al numero de fibras presinapticas activadas
(Andersen et al., 1980), esta medicion puede tomarse como un estimado de la
fuerza de la entrada aferente. La combinacion de una disminucion en la salva
aferente y de la amplitud del fEPSP, sin que se presenten cambios en la
latencia de aparicion de la respuesta evocada como sugiere que los animales
tratados neonatalmente con MK-801 tienen un menor nimero de axones
activos de las colaterales de Schaffer y/o cambios en la liberacién del
neurotransmisor a nivel presinaptico desde los 30 DPN. Consistente con estos
datos, se ha demostrado que el tratamiento neonatal con MK-801 reduce los
niveles de glutamato (Wyckhuys et al., 2013) y modifica la morfologia
hipocampal en la etapa adulta de animal (Baier et al., 2009; Braun et al., 2007;
du Bois & Huang, 2007b). Por otro lado, nuestros resultados también muestran
gue hay una reduccion significativa en la latencia de las respuestas evocadas
a los 90 DPN, lo que sugiere que hay un mayor grado de modificaciones
celulares en el hipocampo que ocurren durante el desarrollo. Sin embargo,
estos resultados requieren estudios de mayor profundidad para determinar
cuéles son los cambios especificos que conllevan a la modificacion de las

respuestas evocadas.

Existe una amplia evidencia que muestra que el tratamiento neonatal con
antagonistas NMDA alteran la conformacién de las subunidades del receptor
y sus propiedades de union a distintos ligandos en la etapa del animal (Baier
et al., 2009; Harrison, 2004; Newell et al., 1998; Wilson et al., 1998), lo que

altera la induccion y expresion de la LTP (Gorter & de Bruin, 1992; Liu et al.,
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2009; Yang et al., 2014). La disminucién en la plasticidad sindptica observada
en nuestro estudio sugiere alteraciones en la funcionalidad, composicion y en
las propiedades de union del receptor NMDA. Sin embargo, y para demostrar
gue estos cambios conformacionales de los receptores NMDA ocurren, se

requieren experimentos adicionales.

En cuanto al proceso de depresion a largo plazo (LTD), nuestros datos
muestran por primeravez, que laLTD de la region CA1 presenta una alteracion
progresiva en los animales tratados neonatalmente con MK-801. La LTD es
una forma de plasticidad sinaptica que ocurre durante la adquisicion novedosa
de espacios o entornos (Kemp & Manahan-Vaughan, 2004; Manahan-
Vaughan & Braunewell, 1999). Consistente con nuestros resultados, la
adquisicion novedosa de espacios 0 entornos se encuentra alterada tanto en
individuos esquizofrénicos como en los distintos modelos animales de
esquizofrenia (Barkus et al., 2012; Kirschner et al., 2016; Tamminga et al.,
2012; Weiss et al., 2004). Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la
adquisicion de espacios 0 entornos novedosos asociada al hipocampo en
pacientes con esquizofrenia se encuentra deteriorada y puede ser
consecuencia de una hipofuncion de los receptores NMDA durante periodos

criticos del neurodesarrollo.

Aunque las cascadas de sefalizacion intracelular asociadas a LTD y LTP son
diferentes, ambas formas de plasticidad sinaptica dependen de receptores
NMDA. Consecuentemente, requieren de un incremento transitorio del calcio
citosdlico, y de la activacion de proteinas cinasas y fosfatasas. En el
hipocampo, el incremento transitorio del calcio inducido por LFS favorece la
activacion de fosfatasas, un paso necesario para la induccién de la LTD
dependiente del receptor NMDA (Babiec et al., 2014). En este mismo sentido,
el bloqueo de la proteina fosfatasa 1 (PP1) produce un cambio de LTD a LTP
hipocampal (Jouvenceau et al.,, 2006). Nuestros datos indican que la LFS
induce una potenciacién sinaptica en los animales tratados con MK-801

neonatal (Figura 13). Una posible explicacion de esta alteracién podria ser que
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el tratamiento con MK-801 altere la funcionalidad de las fosfatasas, incluida la
PP1. En concordancia con esta hipoétesis, trabajos previos han encontrado una
disminucion en proteinas de anclaje asociadas a la activacion de los
receptores NMDA, incluyendo la actividad de cinasas y fosfatasas fosforiladas
gue son los procesos transduccionales tras la activacion de los receptores
tanto en modelos animales como en pacientes con esquizofrenia (Clinton &
Meador-Woodruff, 2004; Miyakawa et al., 2003). Otra posibilidad es que el
tratamiento neonatal con MK-801 cause un desbalance en los mecanismos
gue controlan los niveles de calcio intracelular. Debido a que la magnitud del
flujo de calcio durante la induccién de la plasticidad determina la polaridad de
la misma (LTD o LTP), las alteraciones en los niveles de calcio intracelular
durante la LFS o HFS podrian alterar la actividad de las cinasas o fosfatasas
y, por lo tanto, modificar la induccion de la plasticidad sinaptica. De forma
consistente, en rebanadas obtenidas de animales tratados con MK-801 se
observa una reduccién de la plasticidad a largo plazo, los cambios observados
en la amplitud de la facilitacion del pulso pareado (PPR), el incremento a corto
plazo (durante la estimulacion a bajada frecuencia), y la potenciacion

postetanica (PTP, seguido de la estimulacion a alta frecuencia).

La plasticidad a corto plazo controla los procesos sinapticos inmediatos, asi
como el flujo de informacién proveniente de otras estructuras cerebrales.
Ademas, establece el filtro dependiente del tiempo de la entrada de
informacion de las neuronas pre y postsinapticas (Crabtree & Gogos, 2014a)
y codifica la informacion asociativa Hebbiana dependiente de receptores
NMDA (Lisman, 2017). Por lo tanto, es posible que la hipofuncién transitoria
del receptor NMDA en un circuito inmaduro por resultado de un desbalance en
el flujo de informacion hipocampal y estos impacten negativamente en los
mecanismos Hebbianos de control sindptico. Debido a que el desbalance en
la plasticidad a corto plazo es un factor de riesgo para la esquizofrenia
(Crabtree & Gogos, 2014b), es necesario enfocarse con mayor detalle en

experimentos que nos permitan estudiar esta forma de comunicacion neuronal.
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Las sinapsis hipocampales son modificables bidireccionalmente y presentan
multiples estados de potenciacion, depotenciacion y depresion (Dudek & Bear,
1993; Mulkey & Malenka, 1992). La metaplasticidad es un fenbmeno que
construye un historial de actividad en la sinapsis y altera los requerimientos
para la induccién de la plasticidad en respuesta a episodios subsecuentes de
actividad (Abraham & Tate, 1997). Por lo tanto, la pérdida progresiva de la
plasticidad tras el tratamiento neonatal con MK-801 puede producir cambios
en las capacidades metaplasticas de la formacion hipocampal. Si este fuera el
caso, se esperaria que las sinapsis formadas por las colaterales de Schaffer
tengan un rango funcional reducido y una capacidad sinaptica limitada para
integrar informacion (Abraham & Tate, 1997; Mockett et al., 2002), lo que a su
vez originaria una saturacion rapida en la induccion de LTD o LTP. Debido a
gue la metaplasticidad también implica un cambio en el umbral de actividad
para la induccion de la plasticidad sinaptica a largo plazo (Abraham & Tate,
1997; McHail & Dumas, 2015, Mockett and Hulme, 2008), se podria hipotetizar
gue el tratamiento neonatal con MK-801 modifica el umbral de la actividad

sinaptica requerida para la correcta induccion de laLTD y LTP.

- Memoria y dopamina

Nuestros resultados indican que, el tratamiento neonatal con el antagonista
MK-801, produce una disminucién en la ejecucion de una prueba conductual
gue evalua el aprendizaje y memoria dependiente del hipocampo (laberinto de
Barnes) desde etapas tempranas del desarrollo y en procesos de plasticidad
sinaptica de corta y larga duracion en la region CA1 del hipocampo que se

mantienen hasta la etapa adulta del animal.

En condiciones fisiolégicas, la dopamina juega un papel fundamental en la
consolidacion del aprendizaje dependiente del hipocampo (Broussard et al.,
2016; Broussard, 2013; Yang et al., 2014). Diversos grupos de investigacion

han evaluado el papel de la dopamina en el desempefio conductual de los
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roedores en distintos paradigmas asociados al funcionamiento hipocampal.
Uno de estos trabajos es el realizado por Broussard y colaboradores que
mostré que la actividad de los receptores dopaminérgicos de la familia D1-like
es necesaria para la retencion de la memoria aversiva en la prueba de
evitacion pasiva (Broussard et al., 2016). A su vez, McNamara y colaboradores
reportan que la activacion optogenética de las proyecciones del locus ceruleo
al hipocampo son capaces de incrementar la exploracion de entornos
novedosos y promueven la estabilidad de los mecanismos cognitivos
asociados al hipocampo (McNamara, Tejero-Cantero, Trouche, Campo-Urriza,
& Dupret, 2014). Por otro lado, Xing y colaboradores observaron que la
activacion de los receptores dopaminérgico de la familia D1-like mas no los
de la familia D2-like es critica para el aprendizaje espacial en la prueba de
laberinto acuatico de Morris (Xing et al., 2010). Por otro lado, se ha observado
gue una desregulacion de los niveles dopaminérgicos en el hipocampo
produce alteraciones en los procesos de aprendizaje y consolidacion de la
memoria. Silva y colaboradores reportaron que el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos de la familia D1-like, por infusion intra-hipocampal en la region
CAl dorsal del antagonista de receptores D1-like SCH-23390 produce
incrementos en la latencia para encontrar la plataforma en el laberinto acuatico
de Morris durante la fase de retencion y que, la infusion del agonista D1-like
SKF-38393 disminuye dicha latencia, lo que sugiere una mejora en la
consolidacion de la memoria (Silva et al., 2010). Finalmente, Melief y
colaboradores demostraron en un modelo de Alzheimer, caracterizado por
presentar incrementos en la latencia y numero de errores en el laberinto de
Barnes asociados a alteraciones en la funcionalidad hipocampal, que la
activacion de los receptores dopaminérgicos D1-like revierte dichas
alteraciones, observandose una mejora en ambos parametros durante la fase
de retencion (Melief et al., 2015).

En concordancia con estos estudios, nuestros resultados indican que la
infusion intra-hipocampal del agonista dopaminérgico de los receptores de la

familia D1-like, SKF-38393 aminora los déficits, resultantes del tratamiento
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neonatal de MK-801, observados durante la fase de retenciébn en ambas
etapas del desarrollo (30 y 90 DPN). En este contexto, Bruns y colaboradores
observaron en un modelo genético de raton que presenta déficits cognitivos
similares a los de modelos de esquizofrenia, que el SKF-38393 , produce una
mejora en el desempefio de los roedores en el laberinto elevado en Y,
demostrando que la activacion dopaminérgica es capaz de revertir las
alteraciones cognitivas asociadas al modelo de esquizofrenia (Bruns et al.,
2018).

El tratamiento farmacol6gico mayormente utilizado en la esquizofrenia, para
disminuir la presencia de los sintomas positivos en el individuo, con efecto
moderado o nulo en los sintomas cognitivos, tiene como mecanismo de accion
principal el bloqueo de la transmision dopaminérgica (Baviera, Invernizzi, &
Carli, 2008). Sin embargo, se ha demostrado que los pacientes con
esquizofrenia presentan una disminucion en los niveles de dopamina en la
region mesocortical, y posiblemente una disminucion en la expresion de
receptores dopaminérgicos D1-like, Io que sugiere un papel de la dopamina en
los sintomas cognitivos de la enfermedad (Arnsten et al., 2017; Campbell,
1979).

Nuestros datos son la primera evidencia que muestra que la activacion de los
receptores dopaminérgicos de la familia D1-like, mejora el desempefio
cognitivo durante la etapa de retencion en una prueba de aprendizaje y
memoria, en un modelo de esquizofrenia y que, estos efectos se observan
desde etapas tempranas del desarrollo donde aun no se observan las

conductas tipicas del modelo de esquizofrenia.

Nuestros registros electrofisiologicos mostraron consistentemente que la
estimulacion AC con FSK + IBMX induce la fase tardia de la LTP (4 horas de
potenciacion sinaptica) en rebanadas de hipocampo. Este fenbmeno no se

presentd en rebanadas de animales tratados neonatalmente con MK-801.

La fase tardia de la LTP hipocampal esta asociada a la consolidacién de

procesos mnemoénicos (Dong et al., 2008; Ge et al., 2010; Huang & Kandel,
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1994; Kauderer & Kandel, 2000; Nguyen & Kandel, 1996). Las alteraciones en
el establecimiento de la fase tardia de la LTP sugieren que el dafio se da en
parte, por la pérdida del control de diversas cinasas intracelulares, entre ellas
las MAPK (Gerges & Alkadhi, 2004; Lin & Zuo, 2011, Yuan Xiang et al., 2016).
A pesar de la relevancia de nuestro hallazgo (dafio en los mecanismos
celulares involucrados en el mantenimiento de la fase tardia de la LTP
hipocampal) se requieren estudios mecanisticos para determinar qué
elementos celulares estan alterados. Aun asi, este trabajo aport6 evidencias
experimentales de que la activacion de la modulacién dopaminérgica mediada
por receptores de la familia D1-like contribuye a revertir los dafios generados
por MK-801. Mas aun, aporté conocimiento puntual de que los receptores D1-
like son responsables de revertir el dafio. Por tal razon, también se puede
especular que el tratamiento neonatal con MK-801 altera la transmision

dopaminérgicaD1-like.

Finalmente, nuestros hallazgos apoyan la idea de la existencia de un periodo
critico en la maduracion neuronal, en el que una alteracion breve del
funcionamiento de los receptores NMDA es suficiente para desencadenar
modificaciones sinapticas que pueden incrementar el riesgo a desarrollar

desordenes psiquiatricos en la adolescencia y adultez.

CONCLUSIONES

Este trabajo describe las modificaciones conductuales y de plasticidad
sinaptica dependientes del hipocampo como resultado de la administracion
neonatal de MK-801 en ratas macho, como una disminucién en el desempefio
del laberinto de Barnes y cambios en la eficacia sinaptica de corta y larga

duracion, asi como, en la expresion de la fase tardia de la LTP en la regién
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CAL del hipocampo asociados al establecimiento del aprendizaje. A su vez, se
describe como las alteraciones fueron revertidas por la activacion de los
receptores dopaminérgicos de la familia D1-like en el hipocampo que se
traduce como un mejor desempefio en la ejecucion del laberinto de Barnes y
en la expresion de la fase tardia de la LTP.

Este trabajo también representa una ventana de oportunidad para investigar
farmacos de receptores dopaminérgicos para hacer frente a la pérdida de las

capacidades cognitivas asociadas a este padecimiento.

PERSPECTIVAS

El presente trabajo es el primero en caracterizar las consecuencias del
tratamiento neonatal con MK-801 sobre el funcionamiento del hipocampo a
nivel electrofisioldgico y conductual. Estas alteraciones fueron caracterizadas
en distintas etapas del desarrollo. Sin embargo, nuestros hallazgos también

originaron diversos cuestionamientos que deben ser investigados.

e Determinar si la mejora en el desemperio en el laberinto de Barnes de
animales tratados neonatalmente con MK-801 producida por la
activacion de los receptores dopaminérgicos D1-like se mantiene

durante la fase de adquisicion.

e Investigar si los cambios en la fuerza sinaptica que observamos en las
curvas I/O son consecuencia de una disminucién en la concentracion
de calcio intracelular o de cambios en la conformacién de los receptores
NMDA del espacio sinaptico.

e De igual manera, persiste la pregunta, ¢ Cual es estado funcional de las
cinasas y fosfatasas que conjuntamente permiten la induccion y

mantenimiento de la LTP?
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e Debido a que la induccién LTP requiere de la insercion de receptores
AMPA previa activacion de receptores NMDA, es de suma importancia
determinar su expresion proporcional (ratio AMPA / NMDA) tras el

tratamiento neonatal con MK-801.

e Finalmente, es necesario establecer la funcionalidad de la transmision
dopaminérgica. A pesar de que el funcionamiento del hipocampo es
modulado por esta catecolamina, es altamente probable que el
tratamiento neonatal con MK-801, afecte otras regiones cerebrales que

dependan aun mas de dopamina para su funcionamiento adecuado.
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