CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Cinvestav

SEDE SUR

DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

“Desregulacion Sinaptica y Mnemonica en el Giro Dentado en un

Modelo tipo Esquizofrenia”
TESIS
Que presenta:
M. en C. Luis Alfredo Marquez Garcia
Para obtener el Grado de:
Doctor en Ciencias en

Neurofarmacologia y Terapéutica Experimental

Directores de Tesis:

Dr. Emilio Javier Galvan Espinosa Dra. Carolina Lopez Rubalcava

Ciudad de México Abril, 2024.



Este trabajo de investigacion se realizo en el departamento de Farmacobiologia del Centro
de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional bajo la direccion
del Dr. Emilio Javier Galvan Espinosa y de la Dra. Carolina Lopez Rubalcava. El proyecto
doctoral fue realizado con financiamiento otorgado por el Consejo Nacional de Ciencia y

Tecnologia a través del proyecto CB 281617 (EJG) y el convenio 725800.



DEDICATORIA

A mis padres Ina y Arnulfo por su plena confianza, motivacion, consejos de vida y ensefianza
de la perseverancia. Este logro va por ustedes. Los quiero y admiro profundamente.

A mis queridas hermanitas Kary, Yare y Daya: atesoro mucho los momentos divertidos y la
motivacion constante durante mi travesia llamada doctorado, pero, sobre todo, por estar y
celebrar cada uno de mis logros. Las quiero en demasia.

A mi hermano Uriel, agradezco mucho tu motivacién constante para crecer profesional y
personalmente y por aconsejarme todo el tiempo. Gracias por estar, tu apoyo incondicional
y celebrar con emocion mis logros. Te quiero mucho hermano.

A mis amigos Dany, Isain, John, Ali, Jess y Caro. Gracias por sus buenos deseos y charlas
amenizadoras y plena confianza en mi potencial profesional. Ha sido un auténtico placer
conocerlos y ver como crecen personal y profesionalmente amigos. A la memoria de Kary,
quién siempre tuvo plena confianza en mi potencial intelectual y expresaba continuamente
que tenia un amigo genuinamente brillante.



AGRADECIMIENTOS

A mis directores de tesis, Dr. Emilio Javier Galvan Espinosa y Dra. Carolina Lopez por su
invaluable apoyo y confianza. Fue un placer haber sido parte de un grupo de trabajo
extraordinario y de alto rendimiento académico.

A mi comité sinodal conformado por la Dra. Gabriela Rodriguez Manzo y los Drs. José
Alonso Fernadndez Guasti, José de Jesus Aceves Buendia y Gerardo Bernabé Réamirez
Rodriguez por sus comentarios valiosos y critica constructiva durante el desarrollo de este
trabajo. Cada uno de ustedes, desde su campo de experiencia, enriquecid este trabajo
doctoral.

A mis amistades y compaiieros de laboratorio por las experiencias enriquecedoras y los
momentos agradables compartidos. Especialmente a Gabriela, quién siempre fue una
excelente compafiera de trabajo curiosa y perspicaz y se convirtidé en una entrafiable amiga.
El doctorado fue mas ameno porque estuviste todo el tiempo: cada idea, cada pensamiento
compartido, nuestras charlas y momentos divertidos se han quedado guardados en la
inmensidad de mi mente. jQué dicha conocerte Gabriela! A Viry, quién lleg6 a amenizar
nuestra convivencia y se convirtié en una buena amiga.

A la Lic. Maria Isabel Beltran Villalobos por su invaluables ensefianzas y apoyo durante mi
estancia en Cinvestav. Al Lic. Juan Javier Lopez Guerrero por su apoyo y charlas
motivadoras.

Al personal administrativo: Lic. Shareny Andrea Freyffeldt Flores por su apoyo y excelente
trabajo; al Ing. Isaac Villalpando Ricafio por su apoyo y asistencia técnica e instalacion de
software de andlisis de datos.

A las instituciones y organizaciones que contribuyeron significativamente a mi formacioén
profesional: Conacyt, Society for Neuroscience, IBRO y El Colegio Nacional.



CONTENIDO

1. INTRODUCCION .....viviirivimieimeimessiseseees i sassessese st 1
1.1 La esquizofrenia como un trastorno del neurodesarrollo ...............ccoccevccvvvoeeioeniccenennnen. 2
1.2. Circuitos hipocampales y formacion de RUEVAS MEMOTIAS .........c...coueveeseeseenserrseeseeenieens 4
1.3. Mecanismos de plasticidad sindptica en el giro dentado ..................cccoeveeeveriveiecnecnnee. 5
1.4. Separacion de patrones y disCriminacion MHEMICA ..........cuweeceerereesereeeeseneeseeneneenees 7
1.5. Cambios anatomicos en giro dentado en la eSQUIZOfIeNia ..........ccuevevevneecenenceiineeen, 8
1.6. La hipofuncion del receptor NMDA como un mecanismo de convergencia para el
desarrollo de 1@ eSQUIZOFTENIA .............ceeciiieeeiieeeciseeet et 9
1.7. Dopamina y farmacologia en la eSQUIZOfIeNia ...........cc.coveeveerceiniiiiiiiieiieieenieeeeiens 12
1.8. El bloqueo postnatal del receptor NMDA como un modelo experimental de esquizofrenia

13
1.9. Emergencia del fenotipo esquizofrenia desencadenado por el bloqueo postnatal del
FECEPIOV INMDA ...ttt st et st b e e e s e e smneesanes 14
1.10.  Mecanismos celulares que dependen criticamente de la actividad de los receptores
NMDA durante el desarrollo cerebral tempPrano..............cccccoeceeveeveeieeneenieieeeese e 15
1.11.  Cambios moleculares relacionados a la trasmision GABAErgica.............cceceevcenenuenne. 16
1.12.  Regulacion de trasmision GABAérgica en procesos de memoria ...........ccoeveevceereeereunnnn, 18

2. JUSTIFICACION......cooiiiriniiieiieseeses ittt 19

3. HIPOTESIS ..oouiviumiienreisesisse st sessesssssessssse s sssss sttt 20

4. OBJETIVO GENERAL ...ttt ettt sttt ettt sbe ettt et sbe et e sbeeneenee s 20

4.1. ODJetiVOS PAFLICULATES .....vovveeeieesiieriieciieceeseesieeseestestestessteesteesaeessesbeebeesseesseesseesnsaenseens 20

5. MATERIALES Y METODOS .....cccoouiiimmieiimemimenisesessseessssesessssssssessssesssssesssssessssssessseseens 22
5L ATEIALES ...ttt sttt sttt b e s bt e saeeeteereens 22
5.2. Modelo experimental tipo eSQUIZOYERIA ..........cccueeueeieesiiiiiiii ettt 22
5.3. Prueba de Separacion de PAIFONES ............cccoceevvuiiiueeiieisiesiieeie ettt ettt 22
5.4. Prueba del [aberinto de BATNES ............cccoueeveeiiiiesiiieeiisiteesie sttt 23
5.5. Tratamiento farmacologico en pruebas CONAUCTUALES ...........cceveveeivecieesieesieesieesieeseeenseenieens 24
5.6. Registros eleCtrOfiSiOIOZICOS .......ccuuvirieviniieeiiseceeeees et 24

5.6.1. Obtencion y registros extracelulares de rebanadas hipocampales..................cccccueeeu... 24
5.6.2. Estimulacion sindptica de la corteza entorrinal-giro dentado (CE-GD)...........ccccvvvveenenn 25
5.6.3. Ildentificacion farmacologica de las respuestas SINAPLICAS ......cveevveeveeeveerieesieesieeeiseeseeneens 25
5.6.4. Transmision sindptica basal: Curvas entrada-salida (I-O) ...........cccoevvveevvvvincieiinieenieennnn, 26
5.6.5. Transmision sindptica mediada pOr GABA..........ccccouevevivoeeiiiniesenieese e 26



5.6.6. Proporcion del pulSO-pAreado ...............occouuevceivciiiiniiieieiiiisiieesiesesteessieessiseessesssaeessseesnnes 26

5.6.7. Plasticidad sinaptica de largo plazo: LTP Y LTD.........cccoccovviveevienineiineeeneseseseenens 26
5.6.8. Modulacion farmacologica de la serializacion del 2-AG ..........cocouecoeeveeneenciinienniieieeniens 27
5.7. ANQLISIS @SIAAISTICO ..ottt sttt ettt neens 28
RESULTADOS ...ttt ettt st b e sh ettt b e et et s bt et e sbeeat e besaeenaesbeeateneas 29
6.1. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la memoria espacial .. 29
6.2. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la discriminacion
espacial33
6.3. La inhibicion de GATI mejora el deterioro en la memoria espacial inducido por el
tratamiento postnatal con MK-801 en animales jovenes, pero no en animales adultos ............... 37
6.4. La inhibicion de GATI no mejora el deterioro en la discriminacion espacial en animales
adultos tratados postnatalmente con MK-801pero si en animales juveniles ..............ccoocvveeenunnn. 40
6.5. Identificacion farmacologica de las respuestas sindpticas en el GD ..........ccovcueveennnne. 41
6.6. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce selectivamente la trasmision sindaptica
basal en la MPP-DG, pero no en la sinapsis LPP-GD de animales jOVEnes ...........c..ccoceeveenuen. 42
6.7. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la liberacion presinaptica en ambas
divisiones de la via perforante al giro dentado..................ccccccovveirviniiiiiinnieiniinieeeeseeeeee 46
6.8. La estimulacion de baja frecuencia (LFS) a 3 Hz induce depresion sinaptica en la
sinapsis MPP-GD, pero no en la sinapsis LPP-GD de animales jOVERes ............ccccevveenuenecne. 50
6.9. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora la LTD dependiente del receptor CB1 en
la sinapsis MPP-GD de animales JOVENES ...........cccouueeeiinieceininieesiieesesie et 50
6.10.  El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la expresion funcional de los receptores
CB1 en la sinapsis MPP-GD de animales JUVENIIES ............cccooeevirereininiecsinececseneeeenneeee e 55
6.11.  La inhibicion de MAGL restaura la LTD en la sinapsis MPP-GD de animales
postnatalmente tratados COn MEK-801 ...........cccuvvveoiiiiiiniieniieniissieesieeseesee e ste e ssieesreesaeesase s 57

6.12.  La estimulacion en rdfaga teta (TBS) induce LTP en las dos divisiones anatomicas de la
via perforante que convergen en el gir0 deNtAAO . .............ccovvuevvveiiieriiieiiieciesieeneenee e see e enieens 58

6.13.  El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la LTP en la sinapsis

LPP-GD...otieiteieeeeeee ettt sttt et b et b et eh et bt e ae bt sae et e b e e anenes 63
6.14.  El bloqueo postnatal del receptor NMDA debilita la LTP en la sinapsis fibras musgosas-
CA3 de ANimMQAIES JUVENIIES .........ceeeeeeeiieieeee ettt ee e e eectttee e e e e e e e s cbraee e e e e e e e s enbeaae e e e e e e e e nnseeanes 66
DISCUSION ...ttt 68
7.1. MEMOFIA ESPACIAL ....eeveveieieieiei ettt ettt ettt ettt e s e e sbe e s sabe e sbeesbbeesabaeenaseas 69
7.2. Separacion de patrones y disCriminacion MNEMONICA ...........cccveervveerseersiveenieessiveenireenns 69
7.3. Modulacion farmacologica de GATI en procesos de Memoria...............ccccoveveeevnerenenne. 71
7.4. Cambios en la transmision sindptica y la liberacion presindptica en la via perforante . 74
7.5. Potenciacion sinaptica inducida por LFS en la sinapsis LPP-GD.............cccccceevcuvennn.. 75

Vi



7.6. Mecanismos que contribuyen a la LTD deteriorada en la sinapsis MPP-GD ................ 75

7.7. Potenciacion SINAPHICA. ............ccueveiveirciiiiiiieeeeee ettt 77
7.8. Plasticidad y CONAUCIA .........ooueeneeiiiiieiiiiiieiiie e 78
7.9. Consideraciones y limitaciones del eStUdIO ............c.cocueeveeiieiiiieiiiiiieeeseeeeee e 81
8. CONCLUSION GENERAL ......comsiriimimrieiimsesiissesissssssssssssssssessssssessssssssssssssssssssesssnens 82
9. PERSPECTIVAS ..ottt st st ettt s e e n e i e e 83
10. REFERENCIAS ...ttt st s st s e e e 84

Vil



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora la memoria espacial en ratas juveniles. .. 29

Figura 2. El tratamiento postnatal con MK-801 incrementa la actividad locomotora en animales
juveniles durante la adquisicion de la memoria espacial. ........cccccovoiiriiiiiiiiiie e, 30

Figura 3. El deterioro en la memoria espacial inducido por el tratamiento postnatal con MK-801 se
mantiene hasta la etapa adulta teMPrana. ..........ccceeeviiiiciiieiii e e ere e 32

Figura 4. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la discriminacion espacial
en la prueba de separacion de patrones de ODJELOS. .....cccvvevieriierierieriesie et seee e ereeaeens 34

Figura 5. El deterioro en la discriminacion espacial inducida por el tratamiento postnatal con MK-
801 se mantiene en animales adUltos. ........couiriieiieiieiiee et 36

Figura 6. La inhibicion de GAT1 mejora la memoria espacial deteriorada por el tratamiento
postnatal con MK-801 en animales juveniles, pero no en animales adultos. ...........c.cceeevverreerneennen. 39

Figura 7. La inhibiciéon de GAT1 mejora la discriminacion espacial en animales juveniles tratados
postnatalmente con MK =80T, .....cooiiiiiiiiiieieee et ettt et 41

Figura 8. Identificacion farmacolodgica de las respuestas sindpticas de la MPP y LPP..................... 42

Figura 9. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce selectivamente la trasmision sinaptica basal
en la sinapsis MPP-GD, pero no en la sinapsis LPP-GD de animales juveniles............ccccceceeenee. 44

Figura 10. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la trasmision GABA¢érgica en la sinapsis
MPP-GD de animales adUultos. ........cccoeeieririiniinieenteeeet ettt sttt 46

Figura 11. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la liberacion presinaptica tanto en la LPP
como en la MPP de animales JUVENILES. .......c..covveriiiiiiiiiieeieereesieeste e eve e eve e seesenessvessseessaens 48

Figura 12. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la liberacion presinaptica en la MPP de
ANIMALES AAUILOS. ..eeviiiiiiiie ettt et ettt e st e st e s tesebe e beenbeebeesseesseesnnesnseenseens 49

Figura 13. La estimulacion de baja frecuencia (LFS) a 3 Hz induce LTD en la sinapsis de la MPP-
GD, pero no en la sinapsis de la LPP-GD de animales jovenes del grupo control..........c..ccccceeneee. 51

Figura 14. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora la induccion de la LTD dependiente del
receptor CB1 en la sinapsis MPP-GD de animales JOVENES. .........cccvevveeieerieenienieereere e eveeveeenes 53

Figura 15. El deterioro en la LTD inducida por el tratamiento postnatal con MK-801 se mantiene
hasta 1a etapa adUIta. ........c.cooiiiiiiie ettt aeas 54

Figura 16. El tratamiento con MK-801 reduce la expresion funcional de los receptores CB1, pero no
la sintesis de 2-AG en la sinapsis MPP-GD de animales juveniles............c.ccovevievveneenrennieenieennens 56

Figura 17. La inhibicion de MAGL restaura la LTD dependiente del receptor CB1 en la sinapsis
MPP-GD de animales JUVENILES. .......c.cccveriierierieniieieeieeieeicerie ettt sie et eseae e enseenseenseenenes 58

Figura 18. La estimulacion en rafaga teta induce LTP en las sinapsis LPP-GD y en la MPP-GD. 59

Figura 19. El tratamiento postnatal con MK-801 debilita, pero no evita la expresion de la LTP
inducida por estimulacion en rafaga teta (TBS) en la sinapsis MPP-GD de animales jovenes. ....... 61

Figura 20. Las células granulares reducen progresivamente su capacidad para expresar LTP en la
sinapsis MPP-GD de animales adultos en respuesta al tratamiento postnatal con MK-801. ............ 62

Vil



Figura 21. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora la LTP inducida por estimulaciéon TBS en
ANIMALES JUVEIILES. ..eeiviiiieiieiieciese sttt et e staeeae et e e teesteesstesssessseasseessaesseesssesssesssenssenssanns 64

Figura 22. El deterioro en la LTP en la sinapsis LPP-GD inducida por el tratamiento postnatal con

MK-801 se mantiene en animales adultos. ........ceeriiriiiiiiiieee e 65
Figura 23. El bloqueo postnatal del receptor NMDA debilita la LTP en la sinapsis fibras musgosas-
CA3 en animales JUVENILES. .......coouiiiiiiiieiieiee ettt ettt ettt ettt e bt e saeeeaeeeeeeeeens 67



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Valores de latencia y nimero de errores en la fase de adquisicion del laberinto de Barnes
€N aNIMALES JUVENIIES. ...oouiiiiiiiiiiie ettt ettt et et ettt e s bt e sateeaeeeneeeeeens 38

Tabla 2. Valores de latencia y nlimero de errores durante la fase de adquisicion en la prueba del
laberinto de Barnes en animales adultos. ..........ooeeoieriiiiiinieeeeee e 39



ABREVIATURAS

2-AG: 2-araquidonilglicerol

CA: Cornus ammonis

CaMKII: cinasa I dependiente de calcio-calmodulina
CBI1: receptor a cannabinoides tipo 1

CE: corteza entorrinal

ERK1/2: cinasa regulada por sefial extracelular 1/2
fEPSP: potencial postsinaptico excitador de campo
fIPSP: potencial postsinaptico inhibidor de campo
GATI: Transportador de GABA tipo 1

GD: giro dentado

HFS: estimulacion de alta frecuencia

ID: indice de discriminacioén

LFS: estimulacion de baja frecuencia

LPP: via perforante lateral

LTD: depresion a largo plazo

LTP: potenciacién a largo plazo

MAGL: monoacil glicerol lipasa

mGluRs: receptores metabotropicos de glutamato
MPP: via perforante media

NMDA: N-metil-D-aspartato

OPS: separacion de patrones de objetos

P: posicion

Xl



PKA: proteina cinasa A

PD: dia postnatal

PPF: facilitacion por pulso-pareado

PPR: relacion por pulso-pareado

PTP: potenciacion post-tetanica

PV: parvalbumina

Q: cuadrante

SST: Somatostatina

TBS: estimulacion en rafaga teta

vGAT: transportador vesicular de GABA

Tpre: Constante de decaimiento tau de la potenciacion post-tetanica.

Wl



RESUMEN

La evidencia acumulada sugiere que la hipofuncion de los receptores NMDA durante el desarrollo
cerebral temprano constituye un mecanismo central en la fisiopatologia de la esquizofrenia.
Experimentalmente, la desregulacion postnatal temprana de estos receptores mediante la
administracion de antagonistas como el MK-801 en roedores desencadena multiples anormalidades
neurofisiologicas y conductuales asociadas a la esquizofrenia. A pesar del considerable progreso en
la comprension sobre como la desregulacion hipocampal podria contribuir al fenotipo esquizofrenia,
especialmente en el procesamiento cognitivo, la integridad de la transmision y la plasticidad sinaptica
en el giro dentado y sus implicaciones conductuales son escasamente comprendidas. En este estudio,
mediante una combinacion de enfoques electrofisiologicos y conductuales, identificamos una serie
de modificaciones en las propiedades sinapticas en la via perforante lateral y medial (LPP y MPP)
que proyectan al giro dentado, asi como en el rendimiento cognitivo espacial de ratas macho juveniles
y adultas, tratadas postnatalmente con MK-801 (dia postnatal 7 al 11). A nivel conductual, en
animales del grupo MK-801 observamos déficits en la memoria espacial desde la etapa juvenil y
describimos por primera vez un deterioro en la discriminacion espacial, una funciéon cognitiva que
requiere de la integridad funcional del giro dentado. La inhibicion farmacologica de GAT1 con NNC-
711 mejor6 la memoria y la discriminacion espacial unicamente durante la etapa juvenil, pero no en
la etapa adulta de los animales del grupo MK-801. A nivel neuronal, encontramos efectos
diferenciales entre la sinapsis LPP-GD y la sinapsis MPP-GD en la transmision y liberacion
presinaptica de glutamato desde la etapa juvenil. De manera similar, encontramos un deterioro
persistente en la LTP presinaptica en la sinapsis LPP-GD desde la etapa juvenil. En contraste, la
sinapsis MPP-GD experimenta un deterioro progresivo en la LTP y una pérdida persistente de la
LTD, parcialmente explicada por una expresion funcional reducida de los receptores CB1. De manera
interesante, la inhibicion de la enzima que degrada al 2-araquidonoilglicerol, la monoacilglicerol
lipasa (MAGL), restaura la LTD en la sinapsis MPP-GD de animales del grupo MK-801. Nuestros
hallazgos ofrecen evidencia descriptiva y mecanistica sobre la desregulacion en la transmision y la
plasticidad del giro dentado desde la etapa juvenil hasta la adulta, asociadas al bloqueo de los
receptores NMDA en la etapa postnatal temprana. Consistente con las desregulaciones sinapticas, la
memoria y la discriminacion espacial exhiben deterioros desde la etapa juvenil de los animales
tratados postnatalmente con MK-801. Dado los hallazgos conductuales y neurofisiologicos, la
inhibicién de GAT1 o la inhibicion de MAGL podrian restaurar las capacidades cognitivas y plasticas

alteradas en la fase temprana de la esquizoftrenia.
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ABSTRACT

Accumulating evidence suggests that hypofunction of NMDA receptors during early brain
development is a critical mechanism in the pathophysiology of schizophrenia. Experimentally, the
early postnatal dysregulation of these receptors by antagonists such as MK-801 in rodents induces
many of the neurophysiological and behavioral abnormalities seen in schizophrenia. Although
substantial progress has been made in understanding how hippocampal dysregulation may contribute
to the schizophrenia-like phenotype, particularly in cognitive processing, the integrity of synaptic
plasticity and transmission in the dentate gyrus and its behavioral consequences are poorly
understood. In this study, by combining electrophysiological and behavioral approaches, we
identified a series of changes in the synaptic properties of lateral and medial perforant paths synapsing
the dentate gyrus, as well as in the spatial cognitive performance of juvenile and adult male rats
treated postnatally with MK-801 (postnatal day 7 to 11). At the behavioral level, we observed deficits
in spatial memory from the juvenile stage, and for the first time, we described an impairment in spatial
discrimination, a cognitive function that requires the functional integrity of the dentate gyrus, in
animals from the MK-801 group. Pharmacological inhibition of GAT1 improved spatial memory and
discrimination in the juvenile stage of the MK-801 group. At the neuronal level, we found differential
effects on the synaptic transmission and glutamate release between the MPP-DG and LPP-DG
synapses from the juvenile stage. We also found a long-lasting impairment at the presynaptic LTP in

the LPP-DG from the juvenile stage.

In contrast, the MPP-DG synapse shows a progressive impairment of LTP and a long-lasting loss of
LTD, which is partially explained by a reduced functional expression of the CBI1 receptors.
Interestingly, inhibition of the MAGL enzyme, which breaks down 2-Arachidonoylglycerol, restores
the LTD in the MPP-DG synapse of the MK-801 group. Our findings provide descriptive and
mechanistic evidence for dysregulation of the synaptic transmission and plasticity in the dentate gyrus
from the juvenile to the adult stages, which is associated with the postnatal blockade of NMDA
receptors. Consistent with synaptic dysregulation, spatial memory and discrimination are impaired
from the juvenile stage in animals treated postnatally with MK-801. Based on our neurophysiological
and behavioral findings, pharmacological inhibition of GAT1 or MAGL may restore the cognitive

and plastic abilities altered in the early or prodromal stages of schizophrenia.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo del cerebro es un proceso dinamico en el que multiples mecanismos
genéticamente programados y la poderosa influencia del ambiente trabajan cooperativamente
a lo largo de las distintas etapas de la vida para formar un cerebro maduro. Esta interaccion
da forma a los circuitos locales y las redes neuronales que definen desde las funciones mas
basicas del cerebro, como la percepcion sensorial, hasta las funciones mas sofisticadas, como
el pensamiento analitico. En las Gltimas décadas, se volvi6 evidente que multiples trastornos
psiquidtricos como la esquizofrenia podrian tener su origen en el desarrollo prenatal derivado
de la coincidencia de factores de riesgo tanto genéticos como ambientales (Murray et al.,
2017; Weinberger, 2017). Dado que el bloqueo de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) con ketamina o fenciclidina en individuos sanos induce una psicosis aguda
(McCutcheon ef al., 2020) y multiples factores de riesgo para la esquizofrenia (ambientales
y genéticos) convergen en una hipofuncion persistente de los receptores NMDA (Snyder &
Gao, 2013, 2020; Nakazawa & Sapkota, 2020), actualmente estd hipofuncion constituye uno
de los mecanismos fisiopatologicos mas relevantes para entender la neurobiologia de la
esquizofrenia. Consistente con este marco de referencia, el bloqueo postnatal temprano de
los receptores NMDA en roedores es suficiente para reproducir multiples anormalidades
neurofisiologicas y conductuales distintivas de la esquizofrenia. Este enfoque experimental
ofrece la posibilidad de entender como una alteracion especifica en un momento critico del
desarrollo temprano, es suficiente para desencadenar modificaciones persistentes en los
circuitos cerebrales que sustentan la percepcion, las conductas sociales, el funcionamiento
ejecutivo y las funciones cognitivas, todas ellas alteradas en la esquizofrenia. En esta tesis,
presentamos y discutimos evidencia neurofisiologica y conductual que demuestra que el giro
dentado en conjunto con la corteza entorrinal de la formacion hipocampal, el primer sitio de
procesamiento de informacion durante la formacion de nuevas memorias, experimentan
multiples modificaciones en sus propiedades sinapticas en respuesta al bloqueo postnatal
temprano (al cual nos referimos como bloqueo postnatal) de los receptores NMDA. Multiples
modificaciones sinapticas se presentan desde una etapa juvenil y persisten hasta la etapa
adulta. Durante la exploracion de distintos procesos de plasticidad sinaptica, encontramos

que el receptor a endocannabinoide tipo 1 (CB1) es un regulador critico de la plasticidad en



el giro dentado. En el grupo con bloqueo postnatal temprano del receptor NMDA, las
alteraciones sinapticas en la liberacion de neurotransmisores, transmision y plasticidad
sinaptica de largo plazo coinciden con una reduccién temprana en el rendimiento conductual
en tareas que demandan procesamiento de informacion de tipo espacial y diferentes niveles
de demanda cognitiva que requieren de la integridad funcional del giro dentado. Estos
hallazgos y sus implicaciones se integran en el contexto de los sintomas cognitivos en una
fase temprana o prodromica y una fase cronica de la esquizofrenia. Asi mismo, de acuerdo
con nuestros resultados, discutimos la posibilidad de que favorecer la transmision
GABA¢érgica en una fase temprana de la esquizofrenia, a través de la inhibicion del
transportador de GABA 1 (GATI1), mejore las funciones cognitivas que requieren del

procesamiento hipocampal.

1.1. La esquizofrenia como un trastorno del neurodesarrollo

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico caracterizado por una serie de sintomas clinicos
identificados como positivos, negativos y cognitivos (Insel, 2010). Los sintomas positivos
incluyen alucinaciones, delirios y pensamiento desorganizado. Los sintomas negativos
comprenden expresion emocional deteriorada, anhedonia, aislamiento social y alogia. Por
otra parte, los sintomas cognitivos comprenden déficits en el funcionamiento ejecutivo, la

atencion y en distintos tipos de memoria (Forsyth & Lewis, 2017).

Desde la propuesta inicial de Daniel Weinberg en 1986 sobre el origen de la esquizofrenia
como un trastorno del neurodesarrollo, pronto se aceptd que la esquizofrenia es resultado de
la interaccion de multiples factores genéticos y ambientales que coinciden durante periodos
criticos del desarrollo temprano del cerebro (ej. desarrollo intrauterino) y cuya interaccion
permanece clinicamente silente hasta la aparicion de la psicosis en la adolescencia tardia o
la etapa adulta temprana (Murray et al., 2017; Weinberger, 2017). Por ejemplo, la activacién
inmune materna durante el segundo trimestre del embarazo por multiples agentes infecciosos
(ej. influenza, rubéola, Toxoplasma gondii), la hipoxia perinatal y las complicaciones
obstétricas son factores que confieren riesgo de desarrollar esquizofrenia (Fatemi & Folsom,
2009; Schmidt & Mirnics, 2014). En relacion con el componente poligénico (Owen et al.,
2016), diversos polimorfismos se han relacionado con un alto riesgo de esquizofrenia

incluyendo los genes que codifican para el receptor dopaminérgico D3, la neuregulina 1



(NRG1), la proteina de unidén a distrobrevina (DTNBP1), el regulador de la sefializacion de
la proteina G4 (RGS4), la catecol-O-metiltransferasa (COMT), la prolina deshidrogenasa
(PRODH), la proteina del gen relacionado a la esquizofrenia 1 y 2 (DISCI y DISC2) y el
receptor serotoninérgico 5-HT2a (Fatemi & Folsom, 2009). De manera interesante, la
mayoria de las alteraciones génicas convergen de manera directa o indirecta en la
modificacion de la transmision GABA¢érgica, glutamatérgica y dopaminérgica, sistemas de

neurotransmision comprometidos en la esquizofrenia.

Si bien los tratamientos farmacoldgicos de primera eleccion que estin basados
principalmente en el bloqueo de los receptores dopaminérgicos D2 demuestran una mejora
sustancial en los sintomas positivos (McCutcheon et al., 2020), su eficacia con respecto a los
sintomas negativos y cognitivos resulta limitada. En este sentido, diversos estudios sugieren
que mejorar los sintomas cognitivos puede ser el mejor predictor para la mejoria global de
pacientes con esquizofrenia dando como resultado una mayor inclusion social y un aumento
en la tasa de empleo (Insel, 2010). Entre las alteraciones cognitivas observadas en estos
pacientes, los déficits de memoria episddica, de trabajo y espacial (Bora & Murray, 2014;
McCutcheon et al., 2023) estan bien documentados en la etapa adulta cronica, pero estas
observaciones son menos consistentes en etapas tempranas de la enfermedad. Esto
posiblemente se deba al escaso numero de estudios que siguen el curso temporal de los
sintomas cognitivos en individuos con alto riesgo a desarrollar esquizofrenia y la ausencia de

pruebas cognitivas especificas para evaluar los componentes mas finos de la memoria.

Sin embargo, dado la naturaleza del neurodesarrollo de la esquizofrenia, es probable que
multiples circuitos neuronales presenten modificaciones importantes durante una fase
prodromica de la enfermedad (Forsyth & Lewis, 2017). Desde esta perspectiva, al considerar
que la maduracién de los circuitos neuronales (de corteza primaria, secundaria, temporal,
prefrontal etc.) responsables de sustentar conductas y funciones especificas (coordinacion
motora, desarrollo del lenguaje, memoria visual, funciones ejecutivas) ocurre de manera
jerarquica durante la maduracion cerebral, es posible esperar que algunos de los déficits
cognitivos de la esquizofrenia pueden ser identificados de manera anticipada a los sintomas

positivos observados en la etapa adulta temprana (Forsyth & Lewis, 2017). En el caso de la



memoria episoddica y espacial, los circuitos neuronales implicados pertenecen a la formaciéon

hipocampal.

1.2. Circuitos hipocampales y formacion de nuevas memorias

La capacidad de formar nuevas memorias depende de la acciéon coordinada del hipocampo
(regiéon CA3, CA2 y CA1l) con otras estructuras adyacentes como el giro dentado (GD) y el
subiculum, y que de manera colectiva componen a la formacidon hipocampal. Para integrar y
almacenar temporalmente la informacion proveniente de multiples dominios sensoriales, la
informacion cortical debe ser procesada en los circuitos de la formacién hipocampal por
mecanismos de plasticidad (Deng et al., 2010). De manera candnica, el flujo de informacion
sindptica entra primeramente al GD a través de la via perforante, los axones de las células
estelares y piramidales de la corteza entorrinal. El siguiente relevo estd compuesto por las
sinapsis que hacen las fibras musgosas del GD con las neuronas piramidales de la region
CA3. Posteriormente, estas células envian sus axones, las colaterales de Schaffer, a la region
CAl y finalmente la informacion regresan a la corteza entorrinal, previo relevo sinaptico en

el subiculum.
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Tlustracién 1. Circuitos hipocampales. Representacion grafica de los relevos sinapticos canoénicos del flujo
de informacidn cortical hacia el hipocampo. En primera instancia la informacién desde la corteza entorrinal
(CE) se transfiere a través de la via perforante lateral (LPP) y medial (MPP) hacia el giro dentado.
Posteriormente, la informacion viaja a través de las fibras musgosas hacia la region CA3 que a su vez releva
la informacion hacia la region CA1 mediante las colaterales de Schaffer. Finalmente, la informacion regresa
a la CE previo relevo sinaptico en el subiculum. Modificada de Deng et al. (2010).



Debido a su posicion espacial y participacion temporal en el flujo de la informacion, el GD
es una region critica para la integracion de la informacion y para la regulacion de la
excitabilidad hipocampal (Krueppel et al., 2011). Las células granulares, la principal
poblacion neuronal del GD, reciben su principal entrada excitadora a través de la via
perforante, que son axones de células estelares (principalmente) y piramidales de la capa II
de la corteza entorrinal. Anatdmicamente, la via perforante se divide en: via perforante
medial y lateral. Los axones de la via perforante medial (MPP o medial perforant path por
sus siglas en inglés), especializada en la transferencia de la informacion espacial, hacen
sinapsis con la region dendritica del tercio medio de la capa molecular del GD. En contraste,
los axones de la via perforante lateral (LPP o lateral perforant path por sus siglas en inglés)
hacen sinapsis con la region dendritica del tercio externo de la capa molecular del GD y esta
via es responsable de la transferencia de la informacién sensorial (ej. olfativa,
somatosensorial, auditiva) (revisado en Jedlicka et al., 2018). Las respuestas sinapticas tanto
de la MPP como de la LPP pueden ser farmacoldgicamente identificadas de acuerdo con el
patrén de expresion diferencial de los receptores metabotropicos de glutamato (mGluRs) del
grupo II y del grupo III (Macek ef al., 1996). Los receptores mGluRs del grupo II estan
expresados preferencialmente en las terminales axonicas que componen a la MPP, mientras
que los mGluRs del grupo III presentan una expresion selectiva en las terminales axonicas
que componen la LPP (Shigemoto et al., 1997). Dado que ambos grupos de receptores estan
acoplados a proteinas Gai, la activacion de los mGluRs del grupo II deprimira las respuestas
sinapticas de la MPP-GD, pero no de la sinapsis LPP-GD, mientras que la activacion de los
mGluRs del grupo III deprimird las respuestas sindpticas de la LPP-GD, pero no las
respuestas de la sinapsis MPP-GD. En resumen, el GD tiene una posicidon anatomica
privilegiada que le permite integrar y regular la trasferencia de la informacion espacial y
sensorial proveniente desde la corteza entorrinal. De igual manera, las respuestas
electrofisiologicas de las sinapsis MPP-GD y LPP-GD pueden ser diferenciadas

farmacologicamente.

1.3. Mecanismos de plasticidad sinaptica en el giro dentado

De manera similar a otras subestructuras hipocampales, el GD muestra distintas formas de

plasticidad en las sinapsis formadas entre la MPP o la LPP y las células granulares (Colino



& Malenka, 1993; Wang et al., 1997; Wu et al., 2006). En esencia, la plasticidad sinaptica
determina qué tan eficientemente se comunican las neuronas entre si a través del tiempo.
Entre las formas de plasticidad relevantes para el aprendizaje y la memoria (Manahan-
Vaughan & Braunewell, 1999; Whitlock et al., 2006), destacan la potenciacion a largo plazo
(LTP), caracterizada por un aumento en la fuerza sinéptica, y la depresion a largo plazo
(LTD), entendida como una disminucién de la fuerza sindptica. Conceptualmente, la fuerza
sinaptica es una medida semicuantitativa de la comunicacion sinaptica expresada en términos
de receptores ionotropicos de glutamato (generalmente receptores AMPA) que se activan en

respuesta a la liberacion presinéptica de glutamato (Oulé ef al., 2021).

Los mecanismos moleculares que subyacen a la plasticidad sinéptica son la generacion de
cambios en la maquinaria molecular a nivel presinaptico o postsindptico. Generalmente, los
cambios a nivel presindptico convergen en cambios en la liberacion de neurotransmisores
(Wang et al., 2016). En contraste, la plasticidad a nivel postsinaptico involucra el trafico de
receptores AMPA a la membrana, reorganizacion del citoesqueleto, transcripcion génica y
sintesis de proteinas del complejo densidad-postsinaptica (Forsyth & Lewis, 2017). Por esta
razén, los cambios en la plasticidad sinaptica a largo plazo como la LTP y la LTD,
generalmente involucran cambios en la plasticidad estructural reflejados como
modificaciones en la densidad de las espinas dendriticas, la formacion de nuevas sinapsis y

la reorganizacion del citoesqueleto (Forsyth & Lewis, 2017).

Por otra parte, aunque la contribucion precisa de los mecanismos de plasticidad a la
formacion de nuevas memorias sigue siendo un tema bajo intensa investigacion, la evidencia
experimental demuestra que la LTP es esencial para la codificacion de la informacion a nivel
macroscopico o informacion crucial para la supervivencia (Davis ef al., 2004; Whitlock et
al., 2006; Kim & Cho, 2017). En contraste, la LTD est4 asociada a la codificacion de la
informacion relacionada a los detalles de una experiencia como un objeto nuevo o una nueva
configuracion espacial de objetos en un ambiente familiar (Manahan-Vaughan &
Braunewell, 1999; Kemp & Manahan-Vaughan, 2008). Dado este conjunto de evidencia, se
ha propuesto que la LTP y la LTD son mecanismos de plasticidad que contribuyen de manera
cooperativa a la generacién de representaciones neuronales de la memoria (Stacho &

Manahan-Vaughan, 2022). Sin embargo, debido a la especializacion funcional de las



subregiones hipocampales, es posible esperar que los mecanismos de plasticidad en cada

subregion hipocampal contribuyan diferencialmente a la formaciéon de una memoria.

1.4. Separacion de patrones y discriminacion mnémica

Las memorias episodicas referidas genéricamente como memorias dependientes del
hipocampo son experiencias subjetivas adquiridas en un contexto espacial y temporal
especifico (Hainmueller & Bartos, 2020). Independientemente de su naturaleza (sensorial,
motora, propioceptiva, espacial, etc.), la informacion en el cerebro es representada como
patrones de disparo de poblaciones neuronales altamente organizados (Cayco-Gajic & Silver,
2019). Hoy en dia gracias a las contribuciones tedricas realizadas por Richard Semon en 1904
sobre los engramas y por Donald Hebbs en 1949 sobre la plasticidad sinaptica, es
ampliamente aceptado que la memoria se mantiene como una representacion neuronal o un
engrama codificada por cambios en la plasticidad sinaptica de un conjunto de neuronas
activadas durante el aprendizaje (Josselyn et al., 2015; Tonegawa et al., 2015). La
reactivacion de esta representacion neuronal es responsable de la evocacion de una memoria.
Sin embargo, cuando ciertos eventos o experiencias comparten una alta similitud en
contenido, se requiere de la separacion de patrones neuronales. Este fendmeno representa un
computo neuronal implementado por el GD que mantiene individualizadas las
representaciones neuronales de eventos con alta similitud (Deng et al., 2013). Esto significa
que entre mas parecida sea la informacion de dos experiencias, el GD debe maximizar esas
diferencias para formar representaciones neuronales lo mas diferente posibles. A este proceso
también se le conoce como ortogonalizacion (Yassa & Stark, 2011; Santoro, 2013). De este
modo, en condiciones de alta similitud en la informacidn, inicialmente el GD previene que
la informacion de un evento sea remplazada o confundida con la informacion de otro evento
cercano en el tiempo (Yassa & Stark, 2011), lo cual permite su almacenamiento como
memorias independientes. Lo anterior considerando que las diferencias maximizadas en el

GD son amplificadas en la region CA3 (Madar et al., 2019).

Un ejemplo de una situacion que requiere de separacion de patrones neuronales se representa
en la ilustracion 2, donde un pequeiio cambio en la informacion sensorial en el ambiente
(ausencia o presencia de un raton) es suficiente para que nuestro cerebro note o discrimine

que las representaciones graficas son independientes a pesar de su alta similitud (Cayco-Gajic
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& Silver, 2019). Por esta razén, algunos autores como Santoro (2013) sugieren utilizar el
término discriminacidon mnemonica para referirse a la manifestacion conductual de la

separacion de patrones neuronales.

Ilustracion 2. Representacion grafica de la habilidad inherente del cerebro de distinguir entre las diferencias
sutiles pero importantes en 2 condiciones similares. Note que a pesar de que Unicamente una fraccion de informacion
es diferente entre el conjunto total de informacién en ambas imagenes, las diferencias se vuelven rapidamente evidentes.
Esta es la esencia que subyace a la separacion de patrones orquestada por el giro dentado. Tomada de Cayco-Gajic y
Silver (2019).

Por lo tanto, es posible esperar que alteraciones anatdmicas o en la plasticidad sindptica en
el GD interfieran con el funcionamiento apropiado de la separacion de patrones y en
consecuencia con la discriminacion de eventos con alta similitud en contenido. El fallo en la
discriminacion de eventos similares inevitablemente conduciria a generalizar que los eventos

son esencialmente idénticos.

1.5. Cambios anatomicos en giro dentado en la esquizofrenia

En relacién con lo antes mencionado, multiples estudios de neuroimagen indican que los
pacientes con esquizofrenia presentan una disminucion en el volumen de diversas estructuras
cerebrales asociadas con la memoria, incluyendo estructuras de la region prefrontal
(Yamasue et al., 2004) y de la region hipocampal con sus estructuras adyacentes (Sim ef al.,
2006). En este sentido, un estudio reciente en individuos con esquizofrenia demostrd que la
reduccion en el volumen hipocampal no es igual cuando se distinguen las estructuras que
componen al hipocampo, siendo el GD la estructura con mayor pérdida en volumen

(Nakahara et al., 2020). Este reporte sugiere que el GD puede tener una participacion



importante en la esquizofrenia, en especial, en la desregulacion de la separacion de patrones
neuronales que es fundamental para la formacion de nuevas memorias. Consistente con esta
idea, un estudio reciente en individuos con « primer episodio psicotico » revelo déficits en la
discriminacion mnemonica (Kraguljac et al., 2021). En este estudio se comparo el
rendimiento de un grupo de 23 pacientes con diagnodstico de esquizofrenia y trastorno
esquizoafectivo (22.65 £+ 1.03 afos, media + desviacion estandar; 69.6% hombres y 30.4%
mujeres) con un grupo de voluntarios sanos (22.65 + 0.93 afios, media + desviacion estandar;
69.6% hombres) en la prueba de separacion de patrones que se evalud en dos fases. En la
fase de codificacion, a ambos grupos experimentales se les presentd una secuencia de
imagenes por computadora y 5 minutos después se realizo la fase de reconocimiento donde
se evalud la discriminacion mnemonica. En la fase de reconocimiento, nuevamente a los
participantes se les presentd una secuencia de imagenes de las cuales dos tercios fueron
idénticas (un tercio) o similares (un tercio) a las presentadas en la fase de codificacion, el
otro tercio fueron imagenes nuevas. Los resultados de la prueba revelaron que los pacientes
con primer episodio psicético identificaron menos eficientemente a las imagenes similares
en comparacion con el grupo control, En otras palabras, los pacientes con primer episodio
psicotico no diferenciaban correctamente a aquellas iméagenes con caracteristicas similares a
imagenes presentadas en la fase de codificacion. No obstante, si la integridad funcional y
cognitiva del GD puede estar comprometida en la fase prodromica de la esquizofrenia, es una

cuestion aan sin resolver.

1.6. La hipofuncion del receptor NMDA como un mecanismo de convergencia para el
desarrollo de la esquizofrenia

Como describimos previamente, la esquizofrenia es resultado de la interaccion de multiples
factores genéticos y ambientales que coinciden durante el desarrollo intrauterino y que
permanecen clinicamente silentes hasta la aparicion de los sintomas psicoticos (Murray et
al., 2017; Weinberger, 2017). Incluso, esta interaccion entre los factores de riesgo podria ser
incrementada por drogas de abuso y factores sociales adversos en la infancia, como la pérdida
de un padre, maltrato, abuso sexual y fisico (Murray et al., 2017). De acuerdo con este marco
tedrico, un conjunto de evidencias creciente sugiere que la hipofuncion del receptor NMDA

en el desarrollo temprano es un mecanismo de convergencia de multiples factores de riesgo



tanto genéticos como ambientales (Snyder & Gao, 2013; Forsyth & Lewis, 2017; Nakazawa
& Sapkota, 2020).

Existe evidencia gendmica que sustenta como multiples mutaciones génicas conllevan a la
disfuncién de los receptores NMDA. Por ejemplo, un estudio de asociaciéon de genoma
completo (GWAS) en pacientes con esquizofrenia (36,989 casos vs. 113,075 controles), el
cual es un enfoque gendmico para identificar variantes génicas de riesgo para una enfermedad
determinada, identificd que las variantes génicas de la subunidad GluN2A de los receptores
NMDA (GRIN2A), la serina racemasa (SRR), la subunidad GluAl del receptor AMPA
(GRIAI)y el receptor metabotropico de glutamato tipo 3 (GRM3) estan asociadas con un alto
riesgo de desarrollar esquizofrenia (Ripke et al., 2014). Estas alteraciones génicas
contribuyen a la expresion funcional reducida de los receptores NMDA debido a que la
subunidad GIuN2A, es una subunidad constitutiva para el ensamble funcional de los
receptores NMDA expresados tanto en neuronas glutamatérgicas como en interneuronas
GABAérgicas (Geoffroy et al., 2022) y la serina racemasa es responsable de la sintesis del
principal coagonista de estos receptores, la D-serina (Balu & Coyle, 2015). En este trabajo,
utilizamos el término expresion funcional para hacer referencia a la manifestacion de una
respuesta neurofisiologica que ocurre por la activacion farmacoldgica de un receptor o canal
16nico en una sinapsis especifica. En este sentido, las técnicas electrofisioldgicas son
comunmente utilizadas para evaluar posibles cambios en la expresion funcional de receptores
o canales i6nicos neuronales a través de los cambios en la magnitud de una respuesta
neurofisiologica como el fEPSP, las corrientes idnicas (Na', K', Ca®*, etc.) o las

conductancias i6nicas (Hollmann ef al., 1989).

Ademas, multiples variantes génicas en la subunidad GluAl modifican las propiedades
biofisicas de los receptores AMPA, tales como la conductancia idnica y la desensibilizacion
rapida (Ismail et al., 2022). Por lo tanto, dada la estrecha relacion sincronica entre los
receptores AMPA y los receptores NMDA durante los procesos de plasticidad sinaptica
(Forsyth & Lewis, 2017), es posible esperar que un desbalance funcional de los receptores
AMPA interfiera con la funcionalidad de los receptores NMDA. Adicionalmente, multiples
alteraciones génicas en proteinas de andamiaje (ej. la familia de proteinas MAGUK, cuya

funcion de andamiaje permite la sefializacion de los elementos de la densidad postsindptica

10



con el citoesqueleto) interfieren con la funcion de los receptores NMDA debido a que estas
proteinas dan estabilidad fisica a los receptores NMDA y también participan en el
mantenimiento y en la remodelacion del citoesqueleto desencadenada por la plasticidad

(Forsyth & Lewis, 2017).

De manera similar, los factores ambientales de riesgo para desarrollar esquizofrenia
contribuyen a la hipofuncion de los receptores NMDA. Uno de los factores ambientales
mejor documentados por estudios epidemiologicos es la activacion inmune materna, cuyos
mecanismos asociados desencadenan la activacion de la via de la kinurenina (Schwieler et
al., 2015). La activaciéon inmune materna ha sido asociada con multiples infecciones de
distinta naturaleza (ej. virica, parasitaria o bacteriana) como la influenza, la toxoplasmosis,
el herpes y la rubéola (Brown & Derkits, 2010; Brown, 2012). Aunque la serie de eventos
que conlleva la activacion inmune materna al incremento de la via de la kinurenina no esta
completamente entendida, hay evidencia que podria explicar este fendémeno. Por ejemplo, la
activacion inmune materna induce la sintesis y liberacion periférica de citocinas
proinflamatorias (IL-1B, IL-6. IL-8, TNF-a) que podrian atravesar la barrera
hematoencefalica y activar a los astrocitos (Miller et al., 2011). La microglia activada libera
mediadores inflamatorios como la IL-1p y la IL-6, cuyos niveles estan elevados en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con esquizofrenia (Schwieler et al., 2015). Estas interleucinas
incrementan la actividad la via de la kinurenina cuyo producto final es la sintesis de acido
kinurénico (Schwieler et al., 2015), el antagonista enddgeno de los receptores NMDA. Asi
mismo, se han encontrado niveles elevados de acido kinurénico en el liquido cerebroespinal
de pacientes con esquizofrenia (Erhardt et al., 2017). De manera similar, la hipoxia perinatal
reduce la expresion de los receptores NMDA vy eleva los niveles de especies reactivas de
oxigeno, mientras que reduce agentes antioxidantes como el glutation. El estrés oxidativo
resultante reduce las corrientes de los receptores NMDA probablemente a través de la
oxidacion de los residuos de cisteina de las subunidades GIuN1 y GluN2A (Nakazawa &

Sapkota, 2020).

En conjunto, la evidencia antes descrita apoya la idea de que la hipofuncion de los receptores
NMDA es un punto de convergencia tanto de factores genéticos como ambientales. Esta

reduccion en la funcion de los receptores NMDA durante el desarrollo temprano del cerebro
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es suficiente para modificar las trayectorias de la maduracién de circuitos locales y

consecuentemente del refinamiento sindptico (Forsyth & Lewis, 2017).

1.7.Dopamina y farmacologia en la esquizofrenia

La «hipdtesis de la dopamina» ha sido uno de los pilares teoricos para explicar
principalmente los sintomas positivos de la esquizofrenia. Esta hipotesis sostiene que la
transmision dopaminérgica excesiva en el estriado asociativo es la responsable de los
sintomas como las alucinaciones y los delirios, mientas que la actividad dopaminérgica
reducida en la corteza frontal conduce a los déficits cognitivos y algunos sintomas afectivos
(Cronenwett, 2016). De acuerdo con este marco teorico, los tratamientos farmacoldgicos
disponibles para la esquizofrenia tinicamente son efectivos para el alivio de los sintomas
positivos como las alucinaciones y los delirios. En la farmacoterapia actual, hay un extenso
arsenal de antipsicéticos disponibles para el tratamiento de la psicosis y cuya nomenclatura
se diferencia en antipsicdticos de primera, segunda y tercera generacion de acuerdo con su
mecanismo de accion (Cronenwett, 2016). Todos ellos son efectivos para el alivio de la

psicosis y difieren en su perfil de efectos secundarios.

Historicamente, los antipsicoticos de primera generacion o tipicos como la clorpromazina y
el haloperidol, resultaron efectivos para el alivio de la psicosis, principalmente a través del
bloqueo de los receptores de dopamina 2 (D2). Sin embargo, esta clase de antipsicoticos
también presentd efectos secundarios conocidos como efectos extrapiramidales
(parkinsonismo, distonias/movimientos involuntarios, discinesia tardia/ movimientos
involuntarios retardados), sedacion (a través del bloqueo de los receptores Hl1) y
exacerbacion de los sintomas cognitivos (a través del bloqueo de los receptores D1/5), lo cual

limita la adherencia al tratamiento (Siafis ef al., 2023).

Posteriormente, el descubrimiento de que la clozapina mostraba efectos antipsicoticos sin
efectos extrapiramidales ni empeoramiento cognitivo marco el inicio de una nueva clase de
antipsicéticos conocida como antipsicéticos de segunda generacion o atipicos (ej. olanzapina,
risperidona y quetiapina). Esta clase de antipsicoticos actia principalmente bloqueando a los
receptores 5-HT»a y receptores D2, pero presentan mayor afinidad por los receptores 5-HTza.

Una tercera generacion de antipsicoticos inicid con el desarrollo del aripiprazol y el
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brexpiprazol, cuya caracteristica distintiva en comparacion con los antipsicoticos de segunda
generacion es que son agonistas parciales de los receptores D2. Este mecanismo de accion es
relevante para la regulacion de la trasmision dopaminérgica en la esquizofrenia. Por ejemplo,
aripiprazol se comporta como agonista en la region frontal donde la actividad dopaminérgica
es baja, pero en la region mesolimbica donde prevalece una actividad dopaminérgica elevada,
el aripiprazol se comporta como antagonista (Cronenwett, 2016). Este mecanismo de accién
dual hace que los antipsicoticos de tercera generacion sean mas eficientes para regular la
trasmision dopaminérgica en pacientes con esquizofrenia. Sin embargo, a pesar de la
contribucion de los receptores de dopamina en algunas funciones cognitivas, los sintomas
cognitivos de la esquizofrenia son mejor entendidos desde un marco teérico basado en la

contribucion crucial de los receptores NMDA a la formacion de nuevas memorias.

1.8. El bloqueo postnatal del receptor NMDA como un modelo experimental de
esquizofrenia

La hipotesis de la hipofuncion de los receptores NMDA como un mecanismo clave en la
esquizofrenia, es particularmente atractiva porque el bloqueo de estos receptores con
antagonistas como la ketamina, la fenciclidina o el MK-801 en individuos sanos inducen
efectos similares a la psicosis (Nakazawa & Sapkota, 2020). Aunque inicialmente gran parte
del conocimiento de la fisiopatologia de esquizofrenia provino de manipulaciones
experimentales orientadas a reducir la funcion de los receptores NMDA en animales adultos,
estos modelos no consideraban al neurodesarrollo como una etapa critica para la génesis de
la esquizofrenia (Lee & Zhou, 2019). En este contexto, dado que la hipofuncion del receptor
NMDA es un mecanismo de convergencia de multiples factores de riesgo para la
esquizofrenia (Snyder & Gao, 2013; Nakazawa & Sapkota, 2020), el bloqueo de estos
receptores en la segunda semana postnatal de la rata, equivalente al segundo trimestre tardio
del periodo gestacional humano (Clancy et al., 2001), es considerado un modelo con validez
de apariencia y de constructo. Lo anterior debido a que esta manipulacion reproduce en los
animales varias de las anormalidades neurofisiologicas y conductuales (véase el siguiente
parrafo) descritas para la esquizofrenia (Jeevakumar et al., 2015; Kjaerby et al., 2017,
Seshadri et al., 2018; Griego et al., 2022). La racionalidad subyacente a este modelo es que
dafios al cerebro fetal (ej. infecciones) durante el segundo trimestre tardio del embarazo

confieren un alto riesgo de desarrollar esquizofrenia (Brown & Derkits, 2010) y el bloqueo
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postnatal del receptor NMDA en ratas produce un fenotipo que mimetiza algunos aspectos

de la esquizofrenia.

Por ejemplo, a nivel conductual el bloqueo postnatal del receptor NMDA con diferentes
antagonistas (MK-801, fenciclidina o ketamina) o su delecion génica constitutiva en células
hipocampales deterioran la memoria visual, la interaccion social y el filtrado de informacion
auditiva (Nozari et al., 2014; Segev et al., 2020). A nivel neurofisiologico, el bloqueo
postnatal de estos receptores: 1) induce alteraciones en las oscilaciones teta y gamma tanto
en el hipocampo como en la corteza prefrontal; 2) desregula la dinamica de redes corticales
(por ejemplo, las avalanchas neuronales involucradas en el procesamiento cognitivo de orden
superior como el lenguaje, la toma de decisiones y la creatividad); y 3) deteriora multiples
formas de plasticidad sinaptica y no sinaptica (por ejemplo, potenciacion de la excitabilidad
intrinseca) en el hipocampo (Kjaerby et al., 2017; Seshadri et al., 2018; Antonakou &
Triarhou, 2020; Griego et al., 2022). De manera similar, el bloqueo postnatal de los
receptores NMDA desregula la liberacion de glutamato y dopamina (Nakao et al., 2019;
Segev et al., 2020) y modifica de manera diferencial la expresion funcional de canales i0nicos
y receptores en el hipocampo que controlan la excitabilidad intrinseca y la transmision
sindptica en la region CA1 (Griego et al., 2022). En conjunto, la evidencia experimental
previa indica que el bloqueo postnatal del receptor NMDA en ratas es un modelo
experimental que reproduce multiples anormalidades conductuales y neurofisiologicas de la

esquizofrenia.

1.9. Emergencia del fenotipo esquizofrenia desencadenado por el bloqueo postnatal del
receptor NMDA

De manera interesante, las observaciones previas de otros grupos de investigacion y del
nuestro han demostrado que el bloqueo postnatal del receptor NMDA reproduce de manera
ordenada multiples conductas asociadas a la esquizofrenia en funcion del desarrollo (Furuie
et al., 2019; Hernandez-Frausto et al., 2019). Por ejemplo, las conductas asociadas a los
sintomas negativos como los déficits en la interaccion social se presentan desde la etapa
juvenil y la adolescencia tardia, mientras que los déficits cognitivos como el deterioro en la
memoria de reconocimiento es observado en la etapa adulta, pero no en una etapa juvenil

(Hernandez-Frausto et al., 2019; Lopez-Pacheco et al., 2020). En este sentido, aunque las
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alteraciones en la memoria de trabajo y en la memoria visual son parte de los déficits
cognitivos clasicos de la esquizofrenia (McCutcheon et al., 2023), estudios previos sugieren
que funciones cognitivas mas elementales y menos estudiadas como la memoria y la
navegacion espacial estdn deterioradas antes de su diagndstico clinico (O’Connor et al.,
2009; Folley et al., 2010; Wilkins et al., 2013; Bora & Murray, 2014; Cogné et al., 2017).
Estos hallazgos son relevantes considerando que la memoria y la navegacion espacial son
funciones cognitivas requeridas para el adecuado funcionamiento de la memoria de trabajo
y de la memoria visual (Eichenbaum, 2017). En consecuencia, es posible esperar resultados
similares en modelos animales en los que se evallien estas funciones cognitivas utilizando

pruebas conductuales lo suficientemente especificas.

1.10. Mecanismos celulares que dependen criticamente de la actividad de los receptores
NMDA durante el desarrollo cerebral temprano

Los receptores NMDA son reguladores importantes de la neurogénesis, la migracion
neuronal, la apoptosis y la sinaptogénesis durante el desarrollo prenatal del cerebro (Estes &
McAllister, 2016). Asumiendo que estos receptores experimentan una reduccion funcional
en periodos criticos del desarrollo como el segundo trimestre del periodo gestacional (Brown
& Derkits, 2010), es posible esperar que los eventos neuronales dominantes que ocurren en
ese periodo, como la neurogénesis y la migracion neuronal, se vean comprometidos (Estes &
McAllister, 2016). Por ejemplo, el bloqueo sistémico de los receptores NMDA con ketamina
en el dia postnatal (PD) 7 reduce la migracion de neuronas granulares recién nacidas (new-
born granule cells) hacia la capa molecular del giro dentado y atentia transitoriamente tanto
la proliferacion astrocitica como la proliferacion de células progenitoras neuronales en la
zona subgranular (Huang et al., 2016). Durante el desarrollo postnatal en la rata, rdpidamente
hay un cambio (switch) en la expresion de la subunidad GIuN2B por GluN2A de los
receptores NMDA en regiones corticales e hipocampales, y la activaciéon de receptores
NMDA que contienen la subunidad GluN2A esta asociada con la supervivencia neuronal
(Pagano et al., 2021). Por el contrario, la activacion de los receptores NMDA que contienen
la subunidad GluN2B (generalmente expresados en sitios extrasinapticos) esta asociada a la
muerte neuronal (Pagano ef al., 2021). Consistente con esta idea, el bloqueo sistémico de los

receptores NMDA con MK-801 (0.25 a 1 mg/kg) durante el PD7 en la rata induce apoptosis
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en multiples regiones del cerebro incluyendo regiones hipocampales (GD, CAl, subiculo),
corteza prefrontal y varias regiones talamicas (Ikonomidou et al., 1999). Este patron de
pérdida de neuronas en el segundo trimestre tardio debe ser suficiente para reducir la reserva
neurogénica en la zona subgranular del giro dentado y la adecuada migracion neuronal hacia
multiples estructuras cerebrales. Ademas, este periodo critico podria extenderse hasta el
tercer trimestre del periodo gestacional en condiciones de abuso de drogas como la ketamina

y el alcohol, ambos antagonistas de los receptores NMDA (Ikonomidou et al., 1999).

Los mecanismos clave por los cuales se cree que el bloqueo postnatal del receptor NMDA
resulta en conductas tipo esquizofrenia son: la interferencia con los procesos de
sinaptogénesis, el debilitamiento de los mecanismos de plasticidad sinaptica, la maduracion
alterada de circuitos neuronales (por la alteracion en el balance excitacion/inhibicion
regulada por glutamato y GABA) y la alteracion en las oscilaciones neuronales. En
consecuencia, se hipotetiza que tales alteraciones siguen un orden de propagacion temporal
y que eventualmente convergen en una desconectividad funcional de las redes neuronales
(Forsyth & Lewis, 2017; Seshadri et al., 2018). Esto en principio, podria explicar la
desincronizacion entre la region hipocampal y la region prefrontal observada en individuos

con esquizofrenia.

1.11. Cambios moleculares relacionados a la trasmision GABAérgica

Los estudios de inmunohistoquimica post-mortem en individuos con esquizofrenia sugieren
cambios en la transmision GABA¢érgica. De acuerdo con esta evidencia, el bloqueo postnatal
de los receptores NMDA desregula varios de los componentes moleculares de la transmision
GABA¢érgica. Por ejemplo, los estudios post-mortem con inmunohistoquimica han revelado
una disminucion en el marcaje de interneuronas GABA¢rgicas positivas a parvalbumina
(PV") y positivas a somatostatina (SST") (Konradi et al., 2011), sugiriendo cambios en la
inhibicion GABAérgica a nivel somatico y dendritico, respectivamente. En modelos
animales, la administracion subcronica (PD7 al PD14) de MK-801 (0.25 mg/kg, 2 veces al
dia) disminuy6 desde la adolescencia, la expresion del transportador vesicular de GABA

(VGAT) y la expresion de la proteina parvalbimina (marcador de interneuronas
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perisomaticas) en el GD, la region CA3 y laregion CA1, cuya disminucion se mantuvo hasta
la etapa adulta (Li et al., 2015). Asi mismo, otro estudio reportd que el bloqueo postnatal de
los receptores NMDA redujo la expresion hipocampal de la enzima GAD-67 que sintetiza
GABA (Murueta-Goyena et al., 2018). De manera similar, un estudio de imagen funcional -
por tomografia por emision de positrones en pacientes con esquizofrenia- revelo por primera
vez una disminucion en la transmision GABAérgica en el hipocampo y regiones corticales
circundantes (Frankle et al., 2015). En conjunto, la evidencia descrita sugiere que podria
haber una desregulacion temprana en la transmision GABAérgica en los circuitos

hipocampales incluyendo al GD.

Sin embargo, hasta la fecha se desconoce si la integridad funcional del GD podria estar
comprometida en una fase temprana o prodromica de la esquizofrenia. Esto es un tema
particularmente interesante debido a que el GD es el primer sitio de procesamiento de
informacion sensorial y espacial procedente de la corteza entorrinal (Hunsaker et al., 2007)
y los mecanismos que subyacen a la LTP y la LTD tanto de la MPP como de la LPP son
menos entendidos que los de otras regiones hipocampales (region CAl y la region CA3).
Igual de relevante es determinar si a nivel conductual la discriminaciéon mnemonica de
experiencias similares que dependen criticamente de la separacion de patrones en el GD
(Yassa & Stark, 2011; Santoro, 2013) podria estar comprometida en una fase temprana de la
esquizofrenia. En un primer estudio, nuestro grupo de trabajo encontrd que la administracion
subcronica postnatal de MK-801 induce una serie de alteraciones sindpticas en las regiones
CA3-CALl del hipocampo de animales juveniles (PD30), que anteceden a la aparicion de
déficits de memoria de reconocimiento y de interaccion social, déficits conductuales que se
mantienen hasta la etapa adulta temprana. Entre las alteraciones sindpticas tempranas se
encontraron: disminucion en la transmision sinaptica basal, deterioro en la induccion de la
LTP y disminucién en los procesos de plasticidad de corto plazo. No obstante, en la etapa
adulta, estas alteraciones sindpticas se extendieron a otras formas de plasticidad como la LTD
(Hernandez-Frausto et al., 2019). Estos hallazgos sugieren que multiples formas de
plasticidad sinaptica estan comprometidas tempranamente en la esquizofrenia, incluso previo
a la manifestacion de déficits conductuales. A pesar de estas observaciones, creemos que las
alteraciones sinapticas encontradas en diferentes areas hipocampales muy probablemente

coincidan con alteraciones a nivel conductual. Si es el caso, el uso de pruebas conductuales
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con suficiente resolucion para evaluar componentes cognitivos mas elementales como la
memoria espacial o la discriminaciéon mnemonica puede revelar déficits conductuales en el

modelo experimental basado en el bloqueo postnatal del receptor NMDA.

1.12.  Regulacion de trasmision GABAérgica en procesos de memoria

Finalmente, la disminucion de la transmision GABAérgica observada en pacientes
esquizofrénicos y en diversos modelos tipo esquizofrenia, sugiere la participacion importante
de este sistema en los déficits de memorias hipocampales. En este sentido, estudios previos
han demostrado que la inhibicion del transportador de GABA 1 (GAT1) con el farmaco
NNC-711 administrado a dosis bajas (0.5 y 1.5 mg/kg) mejora el aprendizaje espacial
(O’Connell et al., 2001). Asi mismo, la tiagabina (otro inhibidor selectivo de GAT1) fue
capaz de revertir el deterioro de la LTD en la regiéon CA1 inducido por la activacion inmune
materna (Rideau Batista Novais ef al., 2014), una manipulacién experimental que resulta en
conductas asociadas con la esquizofrenia. En conjunto, estos hallazgos sugieren que
favorecer la transmision GABAérgica a través de la inhibicion de GAT1 podria mejorar los
déficits en la plasticidad sindptica y en las memorias dependientes del hipocampo. Asi
mismo, debido a que la inhibicion de GATI1 con tiagabina no increment6 los niveles de
GABA en areas corticales e hipocampales en individuos con esquizofrenia (Frankle et al.,
2015), existe la posibilidad que la inhibiciéon de GAT1 pueda resultar més efectiva en fases

tempranas de la esquizofrenia.
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2. JUSTIFICACION

El GD es una estructura esencial tanto para el procesamiento sensorial como cognitivo y se
encuentra comprometido en la esquizofrenia. Asi mismo, la reduccion en la transmision
GABA¢érgica y en sus marcadores moleculares relacionados tanto en individuos con
esquizofrenia como en modelos animales sugiere una desregulacion de este sistema de

transmision.

Por otra parte, el bloqueo postnatal del receptor NMDA con MK-801 en ratas mimetiza
sintomas de la esquizofrenia que incluyen los déficits cognitivos caracteristicos de la etapa
adulta. Sin embargo, las alteraciones en la plasticidad sinaptica y las consecuencias en el
procesamiento cognitivo en el que participa el GD durante el desarrollo de la esquizofrenia

siguen siendo desconocidos hasta hoy.

Por lo tanto, este proyecto pretende identificar, utilizando un modelo tipo esquizofrenia en
rata, el estado funcional de distintas formas de plasticidad en las sinapsis de la corteza
entorrinal-GD y su posible asociacion con alteraciones cognitivas tempranas y tardias. Asi
como determinar si el aumento en los niveles endégenos de GABA puede mejorar las

posibles alteraciones cognitivas.
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3. HIPOTESIS

1) El bloqueo postnatal temprano del receptor NMDA:

* Deteriora tempranamente el rendimiento en la prueba separacion de patrones

de objetos.

* Deteriora distintas formas de plasticidad de corto y de largo plazo (LTP y
LTD) en las sinapsis de la corteza entorrinal-giro dentado.
2) Favorecer la transmision GABA¢rgica en la etapa juvenil, pero no adulta, de los

animales con bloqueo postnatal temprano del receptor NMDA mejora los déficits de
discriminacién y memoria espacial de los animales.

4. OBJETIVO GENERAL
Determinar las posibles alteraciones (tempranas y tardias) en el rendimiento cognitivo y en
la transmision sindptica de la region corteza entorrinal-giro dentado en un modelo tipo
esquizofrenia inducido por el bloqueo postnatal temprano del receptor NMDA vy si la
inhibicion farmacoldgica de GAT1 mejora las posibles alteraciones conductuales generadas

por el modelo.

4.1. Objetivos particulares

En el modelo tipo esquizofrenia:

1. Determinar los posibles déficits conductuales en la memoria espacial y en la separacion de

patrones de objetos.

a) Evaluar la memoria espacial mediante la prueba del laberinto de Barnes en animales

juveniles (P30) y adultos (P90)
b) Validar la prueba de separacion de patrones de objetos.

¢) Determinar el rendimiento de los animales juveniles y adultos en las pruebas de laberinto

de Barnes y de separacion de patrones de objetos.

2. Determinar el efecto de la inhibicion farmacologica del transportador de GABA 1 (GAT1)

sobre la separacion de patrones y la memoria espacial en animales juveniles y adultos.
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3. Caracterizar la trasmision sinaptica basal y la liberacion presinaptica de la via perforante
medial-giro dentado (MPP-GD) y via perforante lateral-giro dentado (LPP-GD) de animales

juveniles y adultos.

4. Determinar las posibles alteraciones en la plasticidad de largo plazo (LTP y LTD) en MPP-
GD y LPP-GD de animales juveniles y adultos.

5. Determinar el efecto de la modulacion farmacoldgica de la sefializacion del 2-AG sobre la

LTD en la sinapsis MPP-GD de animales juveniles a través de:
a) la activacion de los receptores CB1.

b) la estimulacién de la sintesis de 2-AG.

¢) la inhibicion de la enzima MAGL que degrada el 2-AG.

6. Determinar los posibles cambios en la LTP en el relevo sinaptico compuesto por las fibras

musgosas y la region CA3 en animales juveniles.

21



5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Animales

Nuestros experimentos fueron realizados siguiendo la regulacion local vigente ‘NOM-062-
Z00-1999' para el cuidado y uso de animales de laboratorio y los protocolos aprobados por
el Comité interno de ética de nuestra institucion (CICUAL: 0272-18 y 0273-18). Estas
regulaciones y protocolos estan en apego con la guia para el cuidado de animales de los
Institutos Nacionales de Salud (EU). Se utilizaron ratas Wistar macho de dos grupos de edad:
juveniles (28 a 37 dias postnatales, PD) y adultos (PD90-115), el dia del nacimiento se
considerd como PDO. Para la mayoria de las evaluaciones conductuales y electrofisioldgicas,
cada grupo experimental provino de 5 diferentes camadas. En un subconjunto de
experimentos exploratorios de plasticidad sindptica y modulacion farmacolédgica de la
enzima MAGL y del receptor CB1 (véase mas adelante), cada grupo experimental provino
de 3 0 4 camadas diferentes, respectivamente. Inicialmente, los animales se mantuvieron en
compaiiia de su madre en una habitacion con un ciclo invertido de luz/oscuridad de 12 h (la
luz se encendia a las 10 pm), temperatura controlada (23 + 1°C) y acceso a alimento estandar

y agua ad libitum.

5.2. Modelo experimental tipo esquizofrenia

Para mimetizar un modelo tipo esquizofrenia, ratas Wistar macho neonatas de 7 dias de edad
fueron administradas por 5 dias consecutivos (PD7 al PDI1) con el antagonista no
competitivo del receptor NMDA, el MK-801 a una dosis de 0.2 mg/kg (s.c.) en un volumen
de 2 mL/kg o con solucion salina 0.9% para el grupo control, como ha sido reportado
anteriormente (Griego et al., 2022). Este periodo de administracion del MK-801 en ratas es
equivalente al segundo trimestre tardio del periodo de gestacion en humanos (Clancy ef al.,
2001). Después del tratamiento, los animales permanecieron bajo cuidado materno hasta el

PD2I.

5.3. Prueba de separacion de patrones

Para evaluar conductualmente el estado funcional del GD, validamos la prueba de
separacion de patrones de objetos (OPS) descrita por el grupo de van Goethem et al. (van
Goethem et al., 2018). Esta prueba evalta la separacion de patrones espacial mediada por el
giro dentado. Para reducir el estrés de los animales derivado de la manipulacion experimental,

los animales fueron manipulados dos veces al dia (2-3 minutos) durante 5 dias consecutivos
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antes de empezar las pruebas conductuales. Las evaluaciones conductuales fueron realizadas
en una arena circular con paredes grises (40 cm de altura y 83 cm de didmetro) que se alojo
en una habitacidon experimental iluminada con luz roja. Esta prueba consistié en dos fases:
una fase de aprendizaje donde el animal exploré por 3 minutos dos objetos idénticos
(separados a 40 cm sobre la linea media) al interior de la arena circular. La fase de prueba
tuvo una duracion de 3 minutos y se realizd 1 h después de la primera fase. Esta fase consistio
en desplazar uno de los objetos a una de 5 posiciones configuradas de manera rigurosa (6 cm
de intervalo entre posiciones) mientras que el otro objeto, el objeto estacionario, permanecid
en la misma posicion que en la fase de aprendizaje (posicion 1). De esta manera, el
desplazamiento del objeto fue maximo cuando se localiz6 en la posicion 5 y nulo cuando se
ubico en la posicion 1. Los resultados de esta prueba se expresan como un indice de

discriminacion (ID) y se calcularon con la siguiente expresion matematica:

D= (tiempo de exploracion del objeto desplazado — tiempo de exploracién del objeto estacionario)

tiempo total de exploracién de ambos objetos

Debido a que se espera que la discriminacion aumente de manera proporcional a la magnitud
del desplazamiento del objeto (van Goethem et al., 2018), los animales de ambos grupos
fueron sometidos a la prueba en multiples ocasiones (intervalo de 2 dia entre pruebas) para
determinar su rendimiento en cada una de las posiciones. Cabe destacar que el par de objetos
utilizados en la prueba fueron idénticos para todos los animales en un mismo dia, pero se
intercambiaron por un par diferente entre las distintas sesiones para evitar su familiarizacion

con los objetos.

5.4. Prueba del laberinto de Barnes

La prueba de laberinto de Barnes evaltia la memoria espacial y tiene como objetivo que un
animal frente a un ambiente aversivo aprenda a localizar un agujero de escape (Gawel ef al.,
2019). Esta prueba se realizo bajo condiciones tanto de luz blanca (durante todo el ensayo)
como de ruido blanco (inicamente durante el tiempo de exploracion) en una arena circular
con 18 agujeros uniformemente distribuidos en la periferia, de los cuales uno funcioné como
agujero de escape. La prueba consistid en dos fases: adquisicion y retencion que fueron
videograbadas y analizadas offline con la unidad de interfaz grafica Optimouse ejecutable en

Matlab (Ben-Shaul, 2017). La fase de adquisicion consistio en 2 ensayos con un intervalo
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entre ensayos de 15-20 minutos, repetidos por 4 dias consecutivos; cada ensayo consistio en
colocar al animal en el interior de un cilindro (posicionado en el centro de la arena) por 10 s.
Al finalizar este tiempo, al animal se le permitid explorar la arena por 3 minutos.
Independientemente de que el animal encontrara o no el agujero de escape durante el tiempo
de exploracion, se le dejo o introdujo en el cajon de escape por al menos 30 s. Al finalizar
este tiempo, el animal fue devuelto a su caja de alojamiento. La fase de prueba fue idéntica
que los ensayos previos con la diferencia de que en este ensayo se retird el cajon de escape y
se cuantifico el tiempo que el animal permanecia en el cuadrante objetivo. Los parametros
que se cuantificaron fueron la latencia (tiempo en alcanzar el agujero de escape); el tiempo
de permanencia en el cuadrante objetivo y el nimero de errores (agujeros explorados que no

fueron el objetivo).

5.5. Tratamiento farmacologico en pruebas conductuales

Para evaluar el efecto de la inhibicion de GAT1 sobre la separacion de patrones y la memoria
espacial, ratas juveniles y adultas del grupo MK-801 fueron administradas con el farmaco
NNC-711 (un inhibidor potente y selectivo de GATI1, plCso=7.4). De acuerdo con
observaciones previas, decidimos evaluar la dosis de 0.5 mg/kg (i.p.) que ha mostrado efectos
positivos en la memoria espacial (O’Connell ef al., 2001). En la prueba de laberinto de
Barnes, los animales fueron administrados (via intraperitoneal) 30 minutos antes del primer
ensayo de cada dia de la fase de adquisicion (una administracion por dia durante 4 dias). En
el caso de la prueba de separacion de patrones, los animales recibieron una tnica dosis de

NNC-711 30 minutos antes de la primera fase de la prueba.

5.6. Registros electrofisiologicos

5.6.1. Obtencion y registros extracelulares de rebanadas hipocampales

Para la obtencion de rebanadas hipocampales, los animales fueron decapitados bajo anestesia
profunda con pentobarbital sdédico 65 mg/kg (i.p.) antes de la extraccion del cerebro. En
breve, el cerebro fue disectado y fijado en la plataforma de un vibratomo donde se obtuvieron
rebanadas transversales (385 um) de hipocampo dorsal por métodos validados (Griego et al.,
2022). El proceso de corte se realizo en liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) alto en

sacarosa (210 mM), el cual fue burbujeado constantemente con carbogeno (95% O2 y 5%
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CO»). La composicion del LCRA fue (en mM): 125 NaCl, 2.8 KCI, 2 MgSOQas, 1.25 NaH2PO4,
26 NaHCO3, 1 MgCl, 1 CaClz y 10 D-glucosa. Posteriormente, las rebanadas se incubaron
en un medio con composicion similar al LCRA durante 25-30 minutos en bafio maria a 32
°C y después se mantuvieron a temperatura ambiente por al menos 1 h antes de los registros
electrofisiologicos. La composicion del medio fue (en mM): 125 NaCl, 2 KCI, 1.25
NaH;POy4, 25 NaHCOs3, 6 MgCl,, 1 CaCl2 y 10 D-glucosa. Finalmente, las rebanadas se
transfirieron a una camara de sumersion con perfusion constante de LCRA (2.5 ml/min) a
una temperatura de 32 °C y con burbujeo continuo de carbogeno, la composicion de la
solucion de registro fue idéntica a la solucion de incubacion con excepcion del MgCly y CaCl

cuyas concentraciones fueron de 1.5 mM y 2.5 mM, respectivamente.

5.6.2. Estimulacion sindptica de la corteza entorrinal-giro dentado (CE-GD)

Para la obtencion de registros de actividad sinaptica en las sinapsis MPP-GD y LPP-GD, se
colocd un electrodo de estimulacion en el tercio medio o tercio externo de la capa molecular
del giro dentado para estimular la via perforante medial y lateral, respectivamente. Los
potenciales postsindpticos excitatorios de campo (fEPSPs) se registraron con un electrodo de
borosilicato llenado con una solucion 3M NaCl (1-2 Q) y que fue posicionado simétricamente

en linea horizontal al electrodo de estimulacion a una distancia >300 pm.

5.6.3. Identificacion farmacologica de las respuestas sindpticas

Para corroborar el origen presinaptico de las respuestas sindpticas, evaluamos la sensibilidad
farmacologica de los fEPSPs a los agonistas L-AP4 (20 uM) y DCG-IV (5§ uM). La
sensibilidad farmacoldgica de las respuestas estd determinada por la expresion preferencial
de los receptores mGlu del grupo II y grupo III en la MPP y la LPP, respectivamente
(Shigemoto et al., 1997). De acuerdo con este patrén de expresion, los fEPSP de la LPP son
deprimidos por el L-AP4, pero no por el DCG-IV. Por el contrario, los fEPSPs de la MPP
son deprimidos por el DCG-IV, pero no por el L-AP4 (Macek et al., 1996). Este criterio

farmacoldgico fue utilizado para corroborar la identidad de las respuestas sinapticas.
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5.6.4. Transmision sindptica basal: Curvas entrada-salida (I-O)
La trasmision sinaptica basal fue determinada inyectando pulsos pareados (intervalo de 60
ms) crecientes de corriente (100 pA, duracion 100 ps), adquiridos a una frecuencia de 0.067

Hz. Lo anterior con la finalidad de calcular la amplitud maxima de los fEPSPs resultantes.

5.6.5. Transmision sindptica mediada por GABA

En un subconjunto de experimentos de rebanadas provenientes de animales adultos, se
analiz6 el componente inhibitorio mediado por los receptores GABA 4 mediante curvas [-O
en la sinapsis MPP-GD. En condiciones de inhibicion GABA¢érgica intacta, se realizd una
curva [-O con pulsos crecientes de corriente (duracion 100 ps, 0.067 Hz) de 0 a 600 uA con
incrementos de 100 pA. Una vez finalizada la curva I-O, se perfundié picrotoxina (50 uM),
un bloqueador de los receptores GABAA4, por al menos 15 minutos antes de repetir la curva
I-O en la misma rebanada. Bajo estas condiciones experimentales, se desvel6 la transmision
sinaptica mediada por GABA como anteriormente fue reportado (Wigstrom & Gustafsson,
1983). El componente GABAérgico fue calculado como el cambio en la amplitud maxima

del fEPSP con inhibicion intacta con la siguiente formula matematica:

%4 Amplitud maxima del fEPSP =

(Amplitud maxima del fEPSP con picrotoxina—Amplitud maxima del fEPSP sin picrotoxina)

x 100

Amplitud maxima del fEPSP sin picrotoxina

5.6.6. Proporcion del pulso-pareado

La liberacion presinaptica fue cuantificada como la proporcion del pulso pareado o PPR
(Fioravante & Regehr, 2011). Para esto, se aplicaron dos pulsos de corriente (150-180 pA)
con intervalos entre estimulos de 40, 60, 100, 200 y 500 ms. El PPR fue calculado como el

cociente de la amplitud del segundo fEPSP resultante entre el primer fEPSP resultante.

5.6.7. Plasticidad sinaptica de largo plazo: LTP y LTD

Dado que el estudio de la LTP y la LTD con protocolos de induccion fisiolégicamente
relevantes han sido escasamente explorados en el GD, un subconjunto de experimentos
estuvo orientado a determinar la eficacia de los protocolos de estimulacion sindptica en

ambas divisiones de la via perforante. A menos que se indique lo contrario, todos los
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experimentos de plasticidad se realizaron con inhibicion GABA¢érgica intacta. Para la LTD,
se adquirié una respuesta basal (50-70% de amplitud maxima del fEPSP, estimulacion
pareada a 60 ms repetida a 0.067 Hz) de 20 minutos y después se aplico la estimulacion de
baja frecuencia (LFS) compuesta por 900 pulsos a 1 y 3 Hz y la respuesta fue registrada por
50 minutos. Para la LTP, se registro una respuesta basal (25-35% de la amplitud maxima del
fEPSP, estimulacion pareada a 60 ms repetida a 0.067 Hz) de 20 minutos y después se
aplicaron diferentes nimeros de trenes de rafagas teta (TBS x 1, TBSx2 0 TBSx 3) y la
respuesta resultante se registrd por 60 minutos. Un tren TBS consistié en 10 rafagas repetidas
a la frecuencia teta de 5 Hz (200 ms) y cada rafaga consistié en 5 estimulos de corriente a
100 Hz. El intervalo entre trenes fue de 10 s. La duracion de los pulsos de corriente fue de
100 ps. Una vez validados los protocolos de plasticidad sinaptica, para cada experimento se
obtuvo un registro de la respuesta basal de 20 minutos (estimulacion pareada a 0.067 Hz),
seguido del protocolo de estimulacion correspondiente y la respuesta post-estimulacion se
registrd por 90 minutos. Al final de los experimentos de plasticidad, se corrobor6 el origen

presinaptico de la respuesta con L-AP4 para la LPP y con DCG-IV para la MPP.

En el caso de la sinapsis fibras musgosas-CA3, con excepcion de la estimulacion de alta
frecuencia (HFS, 3 trenes de 100 pulsos a 100 Hz con 10 s de intervalos entre trenes), la LTP
fue evaluada en condiciones experimentales similares a las descritas previamente. En este
caso, el electrodo de estimulacion fue posicionado en el hilus y el electrodo de registro fue
posicionado en el stratum lucidum de la region CA3b. La identidad de la respuesta fue

corroborada con DCG-1V 5 uM (Claiborne et al., 1993).

5.6.8. Modulacion farmacoldgica de la serializacion del 2-AG

En un subconjunto de experimentos enfocados en la sinapsis MPP-GD de animales juveniles,
WIN 55,212-2 (WIN, 5 uM), un agonista de los receptores a endocannabinoides tipo 1 (CB1)
fue perfundido durante 15 minutos para examinar la LTD mediada por activacion directa de
los receptores CB1, de acuerdo con lo anteriormente reportado (Fontaine et al., 2020). Asi
mismo, fisostigmina (10 pM), un inhibidor de la acetilcolinesterasa, fue perfundido por 15
minutos para evaluar la sintesis de 2-AG como se ha demostrado anteriormente en rebanadas

hipocampales (Wang, Cox, et al., 2018; Wang, Jia, et al., 2018).
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Finalmente, en otro subconjunto de experimentos, JZL 184 (1 uM), un inhibidor irreversible
de la enzima monoacilglicerol lipasa (MAGL) que aumenta los niveles de 2-AG (Wang et
al., 2016) fue perfundido por 15 minutos en rebanadas del grupo MK-801 para analizar los
efectos de la inhibicion de MAGL durante la LFS a 3 Hz. Para estos experimentos, la
perfusion del JZL 184 comenzd durante los ultimos 10 minutos de la respuesta basal y
mantuvo durante los 5 minutos de la LFS. En todos los experimentos mencionados, la
respuesta basal fue de 20 minutos y la respuesta después de la perfusion de los fArmacos fue

de 90 minutos seguida de su identificacion farmacologica con DCG-IV.

5.7. Analisis estadistico

Los datos de conducta y electrofisiologia se expresan como la media + error estandar. Los
datos de electrofisiologia se presentan como nimero de rebanadas registradas provenientes
de n animales. Pruebas de Kolmogorov-Smirnov fueron usadas para evaluar la normalidad
de los datos. De acuerdo con la distribucion de los datos, se utilizaron pruebas paramétricas
o pruebas no paramétricas para la comparacion de medias entre grupos segun fuese el caso.
En la mayoria de los casos, los datos presentaron una distribuciéon no paramétrica. Sin
embargo, en algunos casos, los datos de electrofisiologia presentaron una distribucion
normal. Para la comparacion de 2 medias se utilizaron las siguientes pruebas: t de Student
pareada o no pareada, la prueba de Mann-Whitney o la prueba de Wilcoxon. Para la
comparacion de mas de 2 medias con un factor (ej. tratamiento farmacoldgico) se utilizo la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba post hoc de Dunn. Para la comparacion de
mas de 2 grupos con 2 factores (ej. tratamiento, tiempo) se utilizo el ANOVA de 2 vias con

la prueba post hoc de Holm-Sidak. Un valor de P < 0.05 fue considerado como significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la memoria
espacial
Utilizamos la prueba del laberinto de Barnes cuyas fases de adquisicién y de retencion

evaluan el aprendizaje y la memoria espacial, respectivamente.
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Figura 1. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora la memoria espacial en ratas juveniles. A. Curso
temporal de la latencia (s) para encontrar el cajon de escape durante la fase de adquisicion en el laberinto de
Barnes. El grupo MK-801 mostré una menor latencia que el grupo control. B. Curso temporal del niumero de
errores cometidos durante la fase de adquisicion de la prueba de Barnes. En general, el grupo MK-801 mostro
un mayor numero de errores que el grupo control. C. Mapa de temperatura de un animal representativo de la
condicion control y MK-801 durante la fase de retencion de la prueba de Barnes. El mapa se construyo a partir
de la posicion de la nariz del animal durante la fase de retencion. El circulo blanco representa el agujero objetivo
sin el cajon de escape. El area de coloracion en el rango naranja a amarillo indica que el animal invirtié mas
tiempo en comparacion con el resto de la superficie del laberinto. D. Grafica de barras que resume el tiempo de
permanencia por cuadrante en la fase de retencion. El grupo MK-801 destind un menor tiempo en el cuadrante
objetivo (Q1) que el grupo control, evidenciando deterioro de memoria espacial. Q1-Q4 indican cuadrantes 1 a
4. Los datos se expresan como la media + error estandar, *P < 0.01, ANOVA de 2 vias de medidas, efecto
tratamiento.
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El aprendizaje espacial en animales del grupo control se observé como una disminucién
progresiva en la latencia (tiempo) para encontrar el agujero de escape durante los 4 dias de
la fase de adquisicion (n =9, Figura 1 A). De manera sorprendente, el grupo MK-801 (n = 8)
mostro valores menores de latencia que el grupo control (Control vs. MK-801 en dia 1: 155.8
+11.11vs. 117.1 £19.12 s; en dia 2: 123.4 + 16.18 vs. 50.56 = 9.57 s; en dia 3: 42.11 + 6.8
vs. 15.56 £2.2 s; en dia 4: 20.33 £ 2.5 vs. 14.31 +£ 1.22 s; ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas, efecto tratamiento: F1, 15)=16.46, P <0.05; Figura 1 A). Sin embargo, al cuantificar
el numero de errores, encontramos que el grupo MK-801 cometié un mayor nimero de
errores que el grupo control durante la fase de adquisicion (Control vs. MK-801 en dia 1:
21.11 £2.7 vs. 32.63 £3.39; endia 2: 21.56 £ 1.57 vs. 26.5 £ 3.93; in dia 3: 8.11 = 1.56 vs.
12 £ 1.15; en dia 4: 6.44 = 1.1 vs. 12.13 + 1.16; ANOVA de 2 vias de medidas repetidas,
efecto tratamiento: F(, 15y = 15.95, P <0.05; Figura 1B).

La latencia disminuida en el grupo MK-801 podria atribuirse a las diferencias en la actividad
locomotora durante la fase de adquisicion. En particular, encontramos que el grupo MK-801
presentd una mayor velocidad promedio de desplazamiento en comparacion con el grupo

control (Figura 2A), sin diferencias en la distancia recorrida (Figura 2B).
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Figura 2. El tratamiento postnatal con MK-801 incrementa la actividad locomotora en animales juveniles
durante la adquisicion de la memoria espacial. A. Velocidad promedio de desplazamiento o distancia
recorrida (en B) de los animales de los grupos control y MK-801 durante la fase de adquisicion en la prueba del
laberinto de Barnes. Los archivos de video fueron analizados en MATLAB con la interfaz grafica Optimouse.
**P <0.01, ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, efecto tratamiento. F(i, 16y = 47.49. control n = 10 y MK-
801,n=28.

En la fase de retencion, evaluamos la memoria espacial al cuantificar el tiempo que el animal

permanecia en el cuadrante objetivo (Q1) en ausencia del cajon de escape. Observamos que

mientras que el grupo control destind un mayor tiempo de exploraciéon en el Q1, el grupo
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MK-801 destind significativamente menos tiempo en explorar el Q1 (Control vs. MK-801 en
Q1:59.75+431vs.304+£53s;enQ2: 811 £1.61 vs. 27.22 £6.34s;en Q3:8.33+1.2
vs. 21.32+£5.55; Q4: 13.78 £ 2.6 vs. 11.1 £ 3.72 s; ANOVA de 2 vias de medidas repetidas,
efecto interaccion: Fgs, 45y = 15.85, P < 0.01; prueba post-hoc Holm-Sidak, P < 0.05; Figura
1C-D). En resumen, un mayor numero de errores y un menor tiempo de exploracion del Q1
observados en el grupo MK-801 indican que el tratamiento postnatal con MK-801 deteriora
tempranamente el aprendizaje y la memoria espacial que dependen de los circuitos

hipocampales.
Adultos

Después nos preguntamos si el déficit en la memoria espacial inducido por el MK-801 podria
ser un efecto transitorio o un efecto que se mantiene hasta la etapa adulta. Evaluamos la
memoria espacial en animales adultos diferentes de aquellos que fueron evaluados en la etapa
juvenil. Lo anterior con la finalidad de evitar cualquier activacion potencial de trazas de
engramas residuales (Tayler et al., 2013) formados por la experiencia y que pudiera influir

en el rendimiento de la memoria espacial (véase definicion de engrama en la pagina 7).

En la fase de adquisicion, encontramos que los animales del grupo MK-801 presentaron
valores de latencia aumentados (Control vs. MK-801 en dia 1: 93.17 + 24.86 vs. 115.3 +
18.71 s;endia2:31.67 £11.57 vs.45.21 +£13.62 s; endia 3:22.7+3.41 vs. 23.8 £ 8.3 s; en
dia 4: 20.22 + 2.1 vs. 13.86 £ 2.1 s; ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, efecto
tratamiento: F(j,15)=10.52, P <0.05; control, n=9 y MK-801, n = 8; Figura 3A) y cometieron
un mayor nimero de errores en comparacion con el grupo control (Control vs. MK-801 en
dial:11.78 £2.28 vs. 2243+ 6.81;endia2: 7+ 1.26vs. 18.43 +6.81; endia3:7.11 £2.28
vs. 13.14 + 3.28; en dia 4: 3.67 £ 0.69 vs. 8.14 + 1.58; ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas, efecto tratamiento: F(1,15) = 15.65, P <0.05; Figura 3B).
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Figura 3. El deterioro en la memoria espacial inducido por el tratamiento postnatal con MK-801 se
mantiene hasta la etapa adulta temprana. A. Curso temporal de la latencia (s) para encontrar el cajon de
escape durante la fase de adquisicion en la prueba de Barnes. El grupo MK-801 mostr6 una latencia aumentada
para encontrar el cajon de escape en comparacion con el grupo control. B. Mapa de temperatura de un animal
representativo de la condicion control y MK-801 durante la fase de retencion en el laberinto de Barnes. El mapa
se construyo a partir de la posicion de la nariz del animal durante la fase de retencion de la prueba de Barnes.
El circulo blanco representa el agujero objetivo sin el cajon de escape. El area de coloracion en el rango naranja
a amarillo indica que el animal invirtié6 mas tiempo en comparacion con el resto de la superficie del laberinto.
C. Curso temporal del nimero de errores cometidos durante la fase de adquisicion. En general, el grupo MK-
801 cometi6é un mayor nimero de errores que el grupo control. D. Grafica de barras que resume el tiempo de
permanencia por cuadrante en la fase de retencion. El grupo MK-801 destind un menor tiempo en el cuadrante
objetivo (Q1) que el grupo control, evidenciando deterioro de memoria espacial. Q1-Q4 representan a los
cuadrantes 1 a4. *P < 0.01, ANOVA de 2 vias de medidas, efecto tratamiento.

Similar a los resultados con animales juveniles, en la fase de retencion nuevamente
encontramos que el grupo MK-801 invirtié6 menos tiempo en explorar el Q1 (Control vs. MK-
801 en Q1: 64.78 £ 3.53 vs. 47.38 £3.98 s; en Q2: 7.44 £ 1.76 vs. 10.88 £ 2.35 s; en Q3:
11.78 £2.46 vs. 10 £3.26; en Q4: 6 £2.11 vs. 21.75 + 3.54 s; ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas, efecto interaccion: Fg, 45y = 8.22, P < 0.001; prueba post-hoc Holm-Sidak, P <
0.05; Figura 3D). Los mapas de temperatura de la fase de recuperacion en la Figura 3C
ilustran de manera representativa que, aunque un animal del grupo MK-801 explora el Q1,

su exploracidon no es preferencial por el Q1 como ocurre con un animal representativo del
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grupo control. En conjunto, los resultados indican que el deterioro temprano en el aprendizaje
y la memoria espacial inducidos por el MK-801, es un efecto que persiste hasta la etapa

adulta.

6.2. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la discriminacion
espacial
La separacion de patrones neuronales es uno de los componentes mas finos de los procesos
cognitivos y que depende de la integridad funcional del GD, el cual estd comprometido en la
fisiopatologia de la esquizofrenia (Nakahara et al., 2020). Por esta razén, evaluamos la
capacidad de los animales para discriminar entre cambios sutiles en la posicion espacial de
un par de objetos iguales utilizando la prueba OPS descrita por van Goethem et al. (2018).
Con la finalidad de evaluar de manera confiable la separacion de patrones, Uinicamente
analizamos los resultados de aquellos animales que minimamente invirtieron 7 s de
exploracion a los objetos durante la fase 1 (T1) y 10 s de exploracion durante la fase 2 (T2),
como anteriormente se ha reportado (van Goethem et al., 2018). De los datos de exploracion
registrados en T2, calculamos el indice de discriminacion para cada una de las 5

configuraciones espaciales posibles de los objetos (Figura 4A).
Juveniles

En el grupo control, observamos que el indice de discriminaciéon (ID) aumenta
progresivamente desde la P1 hasta la PS5 (Figura 2B), un hallazgo que reportamos por primera
vez en animales juveniles. Esto significa que, a mayor magnitud de desplazamiento del
objeto, menor es la demanda cognitiva requerida para diferenciar el cambio en la posicion de
un objeto. Por el contrario, cuanto menor sea la magnitud del desplazamiento del objeto,
mayor es la demanda cognitiva para notar el cambio espacial del objeto en la prueba OPS.
Por ejemplo, en la P3 observamos un rendimiento reducido, pero significativo en
comparacion con la P1, lo cual sugiere que con esta magnitud de desplazamiento del objeto
se requiere del reclutamiento de la separacion de patrones cuya expresion conductual se
denomina discriminacion mnemonica espacial (Santoro, 2013). En contraste, los animales
del grupo MK-801 diferenciaron de manera eficiente el cambio en la posicidon espacial del
objeto cuando el desplazamiento fue maximo (ID en PS5, control vs. MK-801: 0.41 £ 0.035
vs. 0.43 £ 0.07; n = 10 para el grupo control y n = 12 para el grupo MK-801), y mostraron
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valores comparables de ID en ausencia de desplazamiento del objeto (ID en P1, control vs.
MK-801: 0.001 £ 0.021 vs. -0.01 £ 0.011). De manera interesante, cuando la magnitud de
uno de los objetos fue desplazada de manera gradual desde la P4 hasta la P2, la habilidad de
discriminacion de los animales del grupo MK-801 estuvo reducida (ID en P4, control vs.
MK-801: 0.38 £ 0.04 vs. 0.17 + 0.05; ID en P3, control vs. MK-801: 0.25 £ 0.03 vs. 0.1
0.04; ID en P2, control vs. MK-801: 0.07 + 0.03 vs. 0.001 £ 0.01). Estas diferencias en los
valores de ID fueron significativas en la P3 (ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, efecto
tratamiento: F(1, 20) = 8.225, P < 0.01; prueba post-hoc Holm-Sidak, P < 0.05).
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Figura 4. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la discriminacion espacial en
la prueba de separacion de patrones de objetos. A Distintas configuraciones espaciales de un par de objetos
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(color verde y amarillo) en las 5 posiciones (P) posibles durante la fase de aprendizaje (T1) y en la fase de
prueba (T2) de la tarea de separacion de patrones. En la fase de aprendizaje, las configuraciones espaciales de
los objetos fueron idénticas en todas las posiciones. En la fase de prueba, uno de los objetos fue desplazado de
manera métrica precisa a cada una de las posiciones determinadas (intervalos de 6 cm entre posiciones). B
Grafica de barras resumiendo los valores de indice de discriminacion para cada una de las 5 posiciones posibles
del objeto desplazado en la prueba de separacion de patrones. El grupo control mostré un mejor desempefio en
la prueba en funcién de la magnitud del desplazamiento. De igual manera, el grupo MK-801 exhibié un
rendimiento similar al grupo control en la P5, pero en la P3 mostré un rendimiento deteriorado, lo cual sugiere
un deterioro en la separacion de patrones mediada por el giro dentado, *P < 0.05 ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas seguida de la prueba post hoc de post-hoc Holm—Sidédk. C. Mapa de temperatura del grupo control y
de grupo MK-801 mostrando el rendimiento (indice de discriminacioén) de cada uno de los animales en las 5
posiciones posibles donde se observo un rendimiento reducido de los animales en la P3. D. Representacion
esquematica de la demanda de la separacion de patrones en la prueba de separacion de objetos en animales
control y MK-801. En esencia, el esquema muestra que la demanda cognitiva de la separacion de patrones es
inversamente proporcional a la magnitud del desplazamiento del objeto en T2. Los animales del grupo MK-801
exhiben un rendimiento deteriorado cuando la demanda de separacion de patrones incrementa, mientras que
este grupo exhibe un rendimiento similar al grupo control cuando la demanda de separacion es baja o nula (P5).

El rendimiento individual de cada animal de los grupos control y MK-801 se muestra en el
mapa de temperatura de la Figura 4C. Por lo tanto, aunque los animales del grupo MK-801
discriminan de manera adecuada una nueva posicion espacial cuando el desplazamiento es
maximo (P5), su habilidad de discriminacion espacial se reduce cuando la magnitud del
desplazamiento se estrecha gradualmente, una condiciéon que aumenta la demanda de
separacion de patrones (Figura 4D). En conjunto, estos resultados indican que la
discriminacion espacial opera desde la etapa juvenil de los animales. Asi mismo, el bloqueo
postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la discriminacion espacial, la expresion

conductual mas probable detras de la separacion de patrones (Santoro, 2013).
Adultos

Consistente con observaciones previas (van Goethem et al., 2018), encontramos que los
animales del grupo control discriminan mas facilmente el objeto desplazado cuando la
magnitud del desplazamiento es maxima (P5) y esta capacidad de discriminacion disminuye
cuando el desplazamiento del objeto es menor o nulo (ej. posicion 1, ID = 0; n = 6; Figura 5,
barras negras). En comparacion con el grupo control, los animales del grupo MK-801 (n = 6)
mostraron una tendencia a presentar valores reducidos de ID en todas las posiciones,
incluyendo un efecto estadisticamente significativo en la P3 (ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas, efecto tratamiento: F(1,10) = 76.62, P < 0.001; prueba post-hoc Holm-Sidak, P <

0.05 vs. Control en P3; Figura 5A, barras azules). Es importante mencionar que también los
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animales del grupo MK-801 presentaron un rendimiento reducido en la P4 (prueba post-hoc
Holm-Sidak, P < 0.05 vs. control) y P5 (prueba post-hoc Holm-Sidék, P < 0.05 vs. control),
indicando que los déficits cognitivos en la etapa adulta se extienden a procesos cognitivos
que no requieren de separacion de patrones como la memoria espacial. Las diferencias en el
rendimiento de cada animal de los grupos control y MK-801 también se observa en los mapas
de temperatura en la Figura 5B. Estos resultados refuerzan la idea de que el deterioro en la

separacion de patrones forma parte de los déficits cognitivos observados en la esquizofrenia.
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Figura 5. El deterioro en la discriminacion espacial inducida por el tratamiento postnatal con MK-801
se mantiene en animales adultos. A. Grafica de barras resumiendo los valores de indice de discriminacion
para cada una de las 5 posiciones posibles del objeto desplazado en la prueba de separacion de patrones. El
grupo MK-801 exhibié un rendimiento deteriorado en la P3, indicando que el deterioro en la etapa juvenil se
mantiene en la etapa adulta de los animales. B. Mapa de temperatura del grupo control y del grupo MK-801
mostrando el rendimiento de cada uno de los animales en las 5 posiciones posibles. Observe que
independientemente de la posicion, los animales del grupo MK-801 presentaron valores reducidos de indice de
discriminacion. *P < 0.05, ANOVA de 2 vias de medidas repetidas seguida de la prueba post-hoc Holm-Sidék.
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6.3. La inhibicion de GATI mejora el deterioro en la memoria espacial inducido por el
tratamiento postnatal con MK-801 en animales jovenes, pero no en animales
adultos

Dado que en la esquizofrenia una reduccion en la trasmision GABAdérgica esta
correlacionada positivamente con los déficits en multiples procesos neuronales y cognitivos
(Frankle et al., 2015), las intervenciones terapéuticas en la etapa temprana o “prodrémica”
orientadas a favorecer su actividad podrian ser mas efectivas en comparacion con
intervenciones en la fase cronica de la esquizofrenia (Insel, 2010). Para determinar si el
aumento en los niveles endogenos de GABA reduce los déficits de memoria espacial en el
grupo MK-801, evaluamos el efecto de la inhibicién farmacoldgica de GAT1 con dosis de
NNC-711 que han demostrado ser efectivas en pruebas de memoria (O’Connell ef al., 2001).
Encontramos que en animales del grupo MK-801, la administraciéon de NNC-711 en dosis de
0.5 (n=7) o 1.5 mg/kg (n = 6) durante cada dia de la fase de adquisicion, no modifico la

latencia en comparacion con el grupo MK-801 que no recibi6 tratamiento (Figura 6A).

Sin embargo, estos tratamientos disminuyeron el nimero de errores durante la fase de
adquisicion, donde unicamente la dosis de 0.5 mg/kg mostrd6 un efecto significativo
(ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, efecto tratamiento: F3, 27y = 10.242, P < 0.001;
prueba post-hoc Holm-Sidak, P < 0.05 vs. MK-801; Figura 6B). La Tabla 1 resume los
valores de latencia y el nimero de errores durante la fase adquisicion para cada condicion
experimental. En la fase de retencion, observamos que los animales del grupo MK-801 que
recibieron la dosis de 0.5 mg/kg, pero no la dosis de 1.5 mg/kg del NNC-711, invirtieron mas
tiempo explorando el cuadrante objetivo que contenia el cajon de escape en comparacion con
los animales del grupo MK-801 que no recibieron tratamiento farmacologico [Tiempo en Q1
en control: 57.9 £ 5 s; en MK-801: 30.4 + 5.3 s; en MK-801 + NNC-711 (0.5 mg/kg): 55.1 +
2.8 s; en MK-801 + NNC-711 (1.5 mg/kg): 24.1 + 5.7 s; prueba de Kruskal-Wallis Hpg) =
15.75, P <0.01, prueba post-hoc Dunn, P < 0.05 en MK-801 vs. MK-801 + NNC-711 (0.5
mg/kg); Figura 6C]. Estos resultados indican que la inhibicién del GAT1 mejora la memoria

espacial en animales juveniles expuestos postnatalmente al MK-801.
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Tabla 1. Valores de latencia y nimero de errores en la fase de adquisicion del laberinto de Barnes en
animales juveniles. Los valores se expresan como la media + error estandar. *P < 0.05, ** P < 0.01 de la
prueba post hoc Holm—Sidak precedida de un ANOVA de 2 vias de medidas repetidas. Los valores de P en el
grupo MK-801 se comparan con el grupo control. Los valores de P en el grupo MK-801 + NNC-711 (0.50 1.5
mg/kg) se comparan con el grupo MK-801.

Latencia (s) Errores (unidades)
Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Control 1532411 1132418 399465 2154251 21324  206+17 79+14 63+l
(n=10)
MK-801 1171419 50.6£9.6* 15.6522% 1431212 32.6£34* 265439 12+1.1  12.141.2%*
(n=8)
MK-801 +
NNC-711 108.9+8.8% 412487  33.645.1 1675521 17422%  BAL2FE  6OLl*  3.Gi|**
0.5 mg/kg)
(n=7)
MK-801 +
W=7 1195517 93.8+12.9 374476 27474  202+34* 185+19 103434 104338
(1.5 mg/kg)
(n=6)

En animales adultos, observamos resultados diferentes al evaluar la dosis efectiva de 0.5
mg/kg. En la fase adquisicion, el tratamiento con NNC-711 a 0.5 mg/kg (n = 7) no modificd
ni la latencia (Figura 6D) ni el numero de errores (Figura 6E) en comparacion con grupo
MK-801 que no recibi6 tratamiento farmacologico (n = 8). La Tabla 2 resume los valores de

latencia y del namero de errores durante la fase de adquisicion.
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Tabla 2. Valores de latencia y nimero de errores durante la fase de adquisicion en la prueba del laberinto

de Barnes en animales adultos. Los valores se expresan como la media + error estandar.

Latencia (s) Errores (unidades)
Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Control 76.6+£18.3 37.1+x11.6 22.4+3.1 19.24+2.5 13.1+£2 7.4+1.4 5.2+1.1 4.3+0.6
(n=11)
MK-801 120.4+18 90.9+18.3 52.1+6 35.4+6.2 2444 .8 15.1+£2.8 9.4+2.1 7.9+1.1
(n=8)
MK-801 +
NNC-711

(0.5 mg/kg) 1449417  107.5427  77.6420.5 4325+12 26.6+42  9.71+2 123427 7+1.4
(n=7)

Asi mismo, el tratamiento con NNC-711 en animales MK-801 no mejor¢ la retencion de la
memoria espacial (Tiempo en Q1 en control: 62.9 £3.15 s; en MK-801: 44.13 + 4 s; en MK-
801 + NNC-711 (0.5 mg/kg): 43.3 £ 6.8 s; Figura 6F). Estos datos indican que la inhibicién
de GAT1 no mejora los déficits en la memoria espacial en la etapa adulta de animales que

fueron tratados postnatalmente con MK-801.
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Figura 6. La inhibicién de GAT1 mejora la memoria espacial deteriorada por el tratamiento postnatal
con MK-801 en animales juveniles, pero no en animales adultos. A. Curso temporal de la latencia para
encontrar el cajon de escape durante la fase de adquisicion de la prueba de Barnes en animales jovenes. Note
que los animales MK-801 tratados con NNC-711 (0.5 mg/kg) presentaron valores similares de latencia al dia 4
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en comparacion con el grupo MK-801. B. Curso temporal de los errores cometidos durante la fase de
adquisicion. De manera consistente, los animales MK-801 que recibieron el NNC-711 a la dosis de 0.5 mg/kg
mostraron una tendencia a cometer menos errores que el grupo MK-801. C. Grafica de barras que resume el
tiempo de permanencia en el cuadrante objetivo (Q1) en la fase de retencion de la prueba de Barnes. El grupo
MK-801 que recibio NNC-711 a la dosis de 0.5 mg/kg permanecié mas tiempo en el Q1 comparado con el
grupo MK-801 que no recibi6 tratamiento. Control n = 10, MK-801 n = 8§, MK-801 + NNC-711 0.5 mg/kg n =
7, MK-801 + NNC-711 1.5 mg/kg n = 6. D. Curso temporal de la latencia o nimero de errores (E) del grupo
control y MK-801 durante la fase adquisicion de la prueba de laberinto de Barnes en animales adultos. F. Grafica
de barras resumiendo el tiempo de permanencia en el Q1 durante la fase de retencion del laberinto de Barnes
en animales adultos. El tratamiento con NNC-711 (0.5 mg/kg i.p.) no mejor6 la retencion de memoria espacial
en animales del grupo MK-801. *P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba post-hoc de Dunn.

6.4. La inhibicion de GATI no mejora el deterioro en la discriminacion espacial en
animales adultos tratados postnatalmente con MK-801pero si en animales juveniles

Los experimentos con la prueba separacion de patrones de objetos sugieren que cuando uno
de los objetos es desplazado a la posicion 3 (Figura 7A), la demanda de la separacion de
patrones incrementa. Esta demanda a nivel conductual se refleja como discriminacion
espacial (Santoro, 2013). Por lo tanto, investigamos si la inhibicion de GAT1 con la dosis de
NNC-711 que mostrd efectos positivos en la memoria espacial podria mejorar la
discriminacion espacial deteriorada en animales del grupo MK-801. En animales adultos, el
tratamiento con NNC-711 (0.5 mg/kg) fallé en mejorar el ID (n = 7; Figura 7C). En contraste,
los animales jovenes del grupo MK-801 que fueron tratados con NNC-711 (n = 6)
recuperaron su habilidad para discriminar la nueva posicion del objeto (prueba de Kruskal-
Wallis Hpp) = 11.14, P <0.01, prueba post hoc de Dunn, P <0.05 vs. MK-801). En conjunto,
estos datos indican que la inhibicion de GAT]1 es efectiva para restablecer la discriminacion
espacial inicamente en la etapa juvenil de animales que fueron expuestos postnatalmente al

MK-801.
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Figura 7. La inhibiciéon de GAT1 mejora la discriminaciéon espacial en animales juveniles tratados
postnatalmente con MK-801. A. Configuracion espacial seleccionada para evaluar la discriminacion espacial
en la prueba de separacion de patrones de objetos. Valores de indices de discriminaciéon en condicion control,
MK-801 y MK-801 plus NNC-711 (0.5 mg/kg) en animales jovenes (panel B) y en animales adultos (panel C).
*P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba post-hoc de Dunn. Juveniles: control, n = §, MK-
801, n=10y MK-801 + NNC-711, n = 6. Adultos: control y MK-801, n =6 y MK-801 + NNC-711,n=7.

Una vez finalizadas las evaluaciones conductuales de este trabajo experimental, se procedid
a realizar registros electrofisiologicos en los cerebros de los animales control y de animales
tratados postnatalmente con MK-801. Nos enfocamos en el GD dada su funcion critica en el
procesamiento de la informacion multisensorial y su participacion en la separacion de

patrones.

6.5. ldentificacion farmacologica de las respuestas sinapticas en el GD
En este estudio diferenciamos las respuestas sindpticas en el GD provenientes de la corteza
entorrinal lateral y de la corteza entorrinal medial dado que estas sinapsis se especializan en
el procesamiento de informacion sensorial y espacial (Hunsaker et al, 2007). Aunque
nuestros registros electrofisioldgicos se obtuvieron sistematicamente mediante la colocacion
de los electrodos de registro y de estimulacion en el tercio medio o el tercio externo de la
capa molecular del giro dentado (Figura 8A), corroboramos de manera farmacologica la
naturaleza presindptica de las respuestas de la LPP y de la MPP de acuerdo con los patrones
de expresion selectiva de los mGluRs acoplados a proteinas G (Macek et al., 1996). En

particular, los axones que componen la LPP expresan de manera selectiva los mGluRs del
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grupo III, pero no los mGluRs del grupo II. Por el contrario, los axones que componen la
MPP expresan preferencialmente los mGluRs del grupo II, pero no los mGluRs del grupo III
(Macek et al., 1996; Shigemoto et al., 1997). Observamos que los fEPSPs de la LPP, no se
deprimen en presencia del agonista selectivo de los mGluRs del grupo II, DCG-IV (5 uM),
pero si en presencia del agonista selectivo de los mGluRs del grupo II1, L-AP4 (20 uM). En
contraste, los fEPSPs de la MPP, inicamente deprimen en presencia del DCG-IV y su
magnitud no se vio modificada por el L-AP4 (Figura 8B). Este criterio farmacolédgico fue

utilizado de manera rutinaria para corroborar el origen presinaptico de nuestras respuestas

electrofisiologicas.
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Figura 8. Identificacion farmacoldogica de las respuestas sinapticas de la MPP y LPP. A. Esquema que
muestra la posicion de los electrodos de estimulacion y de registro en el GD. B. fEPSP representativo de la LPP
(paneles superiores) o de MPP (paneles inferiores) en condiciones basales y en presencia del agonista DCG-IV
(5 uM) o el agonista L-AP4 (20 uM). Observe que la magnitud del fEPSP de LPP se deprime solo en presencia
del L-AP4, un agonista de los mGluRs del grupo III, pero no en presencia del DCG-IV, un agonista de los
mGluRs del grupo I1. Por el contrario, la magnitud del fEPSP de la MPP deprime Ginicamente en presencia del
DCG-1V, pero no del L-AP4.

6.6. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce selectivamente la trasmision
sinaptica basal en la MPP-DG, pero no en la sinapsis LPP-GD de animales jovenes

Juveniles

Las alteraciones en el funcionamiento de multiples circuitos neuronales como los de la red
hipocampal se hipotetiza que ocurren desde la fase prodromica de la esquizofrenia (Forsyth
& Lewis, 2017). Planteamos una serie de experimentos para diferenciar las respuestas
sinapticas de las principales entradas excitadoras de la corteza entorrinal al GD, las sinapsis

MPP-GD y LPP-GD. Para este fin, realizamos curvas entrada-salida (I-O) y cuantificamos la
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amplitud de los fEPSPs resultantes en funcion de la magnitud de la corriente. En rebanadas
del grupo control, la aplicacion de pulsos crecientes de corriente (0-800 pA; incrementos de
corriente de 100 pA, a 0.067 Hz) resultd en un incremento progresivo en la amplitud de los
fEPSPs, cuyas magnitudes fueron superiores en la sinapsis MPP-GD (n = 8 rebanadas / 6
animales) que en la sinapsis LPP-GD (n =9 rebanadas / 6 animales) (Figura 9A). Esto sugiere

que la transmision sindptica basal es mas robusta en la sinapsis MPP-GD.

En la sinapsis LPP-GD, la curva I-O del grupo MK-801 (n = 10 rebanadas / 6 animales)
mostraron magnitudes similares de los fEPSPs en comparacion con el grupo control (Figura
9B). Sin embargo, en la sinapsis MPP-GD, la curva I-O del grupo MK-801 (n = 8 rebanadas
/ 6 animales) mostr6 una reduccion significativa en las amplitudes de los fEPSPs en
comparacion con el grupo control (ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, efecto
tratamiento: F(i, 16y = 8.31, P <0.01 vs. control; Figura 9C). Estos resultados indican que el
bloqueo postnatal de los receptores NMDA reducen selectivamente la trasmision sinaptica

basal en la sinapsis MPP-GD de animales juveniles.
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Figura 9. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce selectivamente la trasmision sindptica basal en la
sinapsis MPP-GD, pero no en la sinapsis LPP-GD de animales juveniles. A. Relacion entrada-salida (I-O)
en la sinapsis LPP-GD y MPP-GD (panel izquierdo) del grupo control de animales juveniles que muestra la
magnitud de la amplitud del fEPSP en respuesta a pulsos crecientes de corriente (0-800 pA, incrementos de 100
pA) y los trazos representativos de la amplitud méaxima del fEPSP en ambas sinapsis (panel derecho). B.
Relaciéon 1-O de las amplitudes de los fEPSPs de la sinapsis LPP-GD o MPP-GD (C) en respuesta a pulsos
crecientes de corriente (0-800 pA, incrementos de 100 pA) en los grupos control y el MK-801. Los trazos
representativos para cada condicion son mostrados en la parte superior de cada panel. *P < 0.05 o ** P <0.01,
ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, efecto tratamiento o sinapsis. Control, MPP-GD n = 8 rebanadas / 6
animales y LPP-GD n = 9 rebanadas / 6 animales. MK-801, MPP-GD n = 10 rebanadas / 6 animales y LPP-
GD, n = 10 rebanadas / 6 animales. D. Relacion I-O de las magnitudes de los fEPSPs de la sinapsis LPP-GD
(trazos representativos en panel superior) en respuesta a pulsos crecientes de corriente (0-600 pA) en los grupos
control y MK-801 de animales adultos. E. Relacion I-O de las magnitudes de los fEPSPs de la sinapsis de la
MPP-GD en respuesta a pulsos crecientes de corriente (0-600 A, incrementos de 100 pLA) en los grupos control
y MK-801 de animales adultos. MPP-GD, control n = 8 rebanadas / 6 animales; MK-801 n = 8 rebanadas / 6
animales. LPP-GD: control, n = 7 rebanadas / 5 animales; MK, n = 6 rebanadas / 4 animales.
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Adultos

Después determinamos si los cambios observados en animales jovenes en la transmision
sindptica eran transitorios o persistentes. Por lo tanto, nuevamente construimos curvas I-O
(0-600 pA) con inhibicion GABA¢rgica intacta. En la sinapsis LPP-GD de animales adultos,
observamos que las respuestas sinapticas obtenidas de la curva I-O del grupo MK-801 (6
rebanadas / 4 animales) no fueron diferentes del grupo control (n = 7 rebanadas / 5 animales)
(Figura 9D), sugiriendo que la trasmision sinaptica basal no se modifica por el tratamiento
postnatal con MK-801. Un escenario distinto fue observado en la sinapsis MPP-GD.
Contrario a lo observado en rebanadas de animales juveniles, la aplicacion de pulsos
crecientes de corriente (0-600 pA) en la MPP de rebanadas del grupo MK-801 (n = 8
rebanadas / 5 animales) gener6 fEPSPs cuyas amplitudes fueron similares en magnitud a las
respuestas obtenidas en el grupo control (n = 8 rebanadas / 6 animales; Figura 9E). En
principio, este resultado sugeria que, bajo estas condiciones, la trasmision sinaptica basal en

la MPP-GD de animales MK-801 no se encontraba modificada.

Sin embargo, la transmision sinaptica basal se compone principalmente de un componente
excitador mediado por la actividad glutamatérgica y un componente inhibidor mediado por
la actividad GABA¢érgica. En particular, las células granulares del GD de adultos reciben una
poderosa inhibicion GABAérgica de interneuronas locales, tanto a nivel dendritico como a
nivel somatico (Sloviter, 1991; Elgueta & Bartos, 2019); la cual se encuentra reducida en
pacientes con esquizofrenia (Frankle et al., 2015). Por lo tanto, en un subconjunto de
experimentos, realizamos curvas [-O en ausencia y en presencia de picrotoxina (50 uM), un
bloqueador selectivo de los receptores GABAAa, para explorar posibles cambios en la
inhibicion GABA¢érgica en el grupo control (Figura 10A) y el grupo MK-801 (Figura 10B).
Trazos representativos de los fEPSP en presencia y ausencia de picrotoxina para el grupo
control y MK-801 se muestran en la Figura 10C, asi como el componente GABAérgico
representado como fIPSPs tedricos. En presencia de picrotoxina, encontramos que las
amplitudes maximas de los fEPSPs en la sinapsis MPP-GD del grupo control (n = 5
rebanadas/ 5 animales) incrementaron cerca de un 20% en magnitud (Figura 10D), mientras

que el grupo MK-801 (n =5 rebanadas / 5 animales) no present6 cambios en las amplitudes
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maximas de los fEPSPs (A amplitud maxima fEPSP control vs. MK-801= 18.37 £+ 6.14 vs.
1.87 £2.28%, P < 0.05, prueba de Mann-Whitney).
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Figura 10. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la trasmision GABAérgica en la sinapsis MPP-
GD de animales adultos. A. Relacion I-O de fEPSPs de la sinapsis MPP-GD en respuesta a la estimulacion
creciente de corriente (0-600 LA) en presencia o ausencia de picrotoxina (antagonista de los receptores GABA 4;
50 uM) en el grupo control o en (B) el grupo MK-801. C. Panel superior, trazos representativos de fEPSPs
obtenidos con una corriente de 600 pA en ausencia (color negro) o presencia de picrotoxina (50 uM, color gris)
del grupo control. Panel inferior, trazos representativos de fEPSPs obtenidos con una corriente de 600 pA en
ausencia (color rojo) o presencia de picrotoxina (50 uM, color gris) del grupo MK-801. El componente
inhibitorio (representado como fIPSP tedrico, trazo en color azul) de la trasmision sindptica basal fue inferido
a partir de la sustraccion aritmética de la amplitud del fEPSP obtenido sin picrotoxina y con picrotoxina tanto
para el grupo control como el grupo MK-801. D. Cambios en la amplitud maxima del fEPSP después de la
aplicacion de picrotoxina en el grupo control y el grupo MK-801. Observe que al bloquear la trasmision
GABA¢érgica con picrotoxina, el grupo control mostr6 un incremento en la amplitud del fEPSP, pero en el grupo
MK-801 no se observé ningun incremento en la magnitud del fEPSP. n = 5 rebanadas / 5 animales para cada
grupo. * P <0.05, prueba de Mann-Whitney.

En conjunto, estos resultados indican que el bloqueo del receptor NMDA durante el
desarrollo temprano reduce la trasmision GABAérgica a nivel dendritico en el GD adulto.
Esta reduccion en el componente inhibitorio probablemente enmascara la ausencia de
diferencias en la transmision sindptica basal en el GD de animales adultos que fueron

expuestos postnatalmente con MK-801.

6.7. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la liberacion presinaptica en ambas
divisiones de la via perforante al giro dentado

Juveniles

A continuacién evaluamos la proporcion del pulso-pareado (PPR) como un método para

inferir el proceso de liberacion de neurotransmisores a nivel presinaptico (Fioravante &
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Regehr, 2011; Petersen et al., 2013). E1 PPR se obtuvo variando el intervalo entre-estimulos
(ISI) desde 40 hasta 500 ms y se calcul6 como el cociente de la amplitud del segundo fEPSP
entre la amplitud del primer fEPSP resultante. Un valor de PPR > 1 indica facilitacion en la

liberacion de neurotransmisor y un valor < 1 indica depresion de la respuesta sinaptica.

En condiciones control, observamos una mayor facilitacion del pulso-pareado (PPF) en la
sinapsis LPP-GD (PPR en LPP-GD = 1.72 + 0.03; n = 28 rebanadas / 15 animales) en
comparacion con la MPP-GD (PPR en la MPP-GD = 1.22 £ 0.03; n = 29 rebanadas / 15
animales; t de Student: tss) = 12.01, P < 0.001; Figura 11A). Los registros del PPR fueron
especificos de LPP o la MPP debido a que fueron enormemente atenuados en presencia del
L-AP4 a 20 uM (agonista de los mGluRs del grupo III) o del DCG-IV a 5 uM (agonista de
los mGluRs del grupo II), respectivamente (Figura 11B).

En la sinapsis LPP-GD, las rebanadas del grupo MK-801 (n = 9 rebanadas / 7 animales)
presentaron una facilitacion incrementada en los ISIs evaluados en comparacion con el grupo
control (ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, efecto tratamiento: F(i, 16)=5.19, P <0.05;
n =9 rebanadas / 7 animales; Figura 11C-D). Un hallazgo similar fue obtenido en la sinapsis
MPP-GD, donde nuevamente observamos que grupo MK-801 (n =9 rebanadas / 7 animales)
incrementd la PPF en comparacion con el grupo control (ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas, efecto tratamiento: Fi, 15) = 4.63, P < 0.05; control, n = 8 rebanadas/ 6 animales,
Figura 11E-F). Estos datos indican que el bloqueo postnatal del receptor NMDA reduce la

liberacion presinéptica tanto en la LPP como en la MPP.

Adultos

Con respecto al PPR de la LPP en animales adultos, observamos que los valores de PPF
obtenidos en todos los ISIs evaluados fueron similares entre el grupo control (n = 10
rebanadas / 7 animales) y MK-801 (n = 7 rebanadas / 6 animales; Figura 12A-B). Este
resultado fue sorprendente debido a que en animales juveniles del grupo MK-801
encontramos una PPF aumentada. Examinamos la posibilidad de una variacién del PPR en
funcién de la edad. Por lo tanto, comparamos la PPF en animales jovenes y adultos del grupo
control. Encontramos que la PPF aumenta en la etapa adulta (datos no presentados) en

comparacion con la etapa juvenil. En conjunto, estos datos sugieren que el tratamiento
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postnatal con MK-801 interfiere con la regulacion dependiente de la edad de la PPF en la

sinapsis LPP-GD.
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Figura 11. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la liberacion presinaptica tanto en la LPP como
en la MPP de animales juveniles. A. Grafica de violin comparando la relacién pulso-pareado (PPR a 60 ms)
en el grupo control. Aunque ambas terminales axdnicas presentaron facilitacion en el PPR (valor promedio >
1), la LPP mostré mayor facilitacion que la MPP. B. Trazos representativos de la estimulacion pulso-pareado
en la LPP y la MPP, mostrando reduccion del fEPSP en respuesta al L-AP4 (agonista de los mGluRs del grupo
IIT; 20 uM) o el DCG-IV (agonista de los mGluRs del grupo II, 5 pM). C. Curso temporal del PPR en respuesta
a la variacion del intervalo entre estimulos (ISI; 40, 60, 100, 200 y 500 ms) en la LPP o la MPP (E) en los
grupos control y MK-801. Los incrementos en los valores de PPR en el grupo MK-801 sugieren una reduccion
de la liberacion presinaptica. D. Trazos representativos del PPR a diferentes ISIs en la LPP o la MPP (F) de los
grupos control y MK-801. *P < 0.05, ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, efecto tratamiento; ***P <
0.001, t de Student. MPP-GD: n =9 rebanadas / 7 animales para el grupo control y n = 8 rebanadas / 6 animales
para el grupo MK-801. LPP-GD: control, n = 9 rebanadas / 7 animales para cada grupo.
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Con respecto a la sinapsis MPP-GD, observamos que la PPF del grupo MK-801 (n = 7
rebanadas / 6 animales) se mantuvo aumentada con respecto al grupo control (ANOVA de 2
vias de medidas repetidas, efecto tratamiento: F(i, 12) = 5.193, P < 0.05; control, n = 7
rebanadas / 6 animales; Figura 12C-D). Estos resultados indican que la reduccion en la
liberacion presinaptica en la LPP y la MPP por el tratamiento postnatal con MK-801 se

mantiene hasta la etapa adulta.
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Figura 12. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la liberacion presinaptica en la MPP de animales
adultos. A. Curso temporal del PPR a distintos intervalos entre estimulos (ISI: 40, 60, 100, 200 y 500 ms) en
la LPP o la MPP (C) de los grupos control y MK-801. El grupo MK-801 presenté un incremento el PPR,
indicando una reduccion en la liberacion presinaptica. B. Trazos representativos del PPR de la LPP o la MPP
(D) a diferentes ISIs en los grupos control y MK-801. * P < 0.05, ANOVA de 2 vias de medidas repetidas,
efecto tratamiento. LPP-GD, n = 10 rebanadas / 7 animales para el grupo control y n = 7 rebanadas / 6 animales;
MPP-GD, n = 7 rebanadas / 6 animales para cada grupo.
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6.8. La estimulacion de baja frecuencia (LFS) a 3 Hz induce depresion sinaptica en la

sinapsis MPP-GD, pero no en la sinapsis LPP-GD de animales jovenes

Dado que la LTD ha sido escasamente investigada en la sinapsis de la via perforante con el
GD, primero determinamos un protocolo de estimulacion confiable para inducir LTD. En
una exploracion preliminar en rebanadas del grupo control, investigamos si la LFS compuesta
por 900 pulsos aplicados a 1 o 3 Hz podrian inducir depresion sinaptica en las dos divisiones
anatomicas de la via perforante. De manera sorprendente, la LFS a 1 o 3 Hz en la sinapsis
LPP-GD no indujeron depresion de la pendiente del fEPSP (LFS a 1 Hz, n = 4 rebanadas/ 4
animales; LFS a 3 Hz, n = 3 rebanadas / 3 animales; Figura 13A-C). En contraste, la LFS a
1 Hz (n = 5 rebanadas / 4 animales) indujo una depresion débil, pero a 3 Hz (n = 4 rebanadas
/ 4 animales) fue suficiente para inducir una depresion sinaptica estable que fue suprimida en
presencia del DCG-IV (5 uM) (Figura 13E-F). Por lo tanto, el fallo en la induccion de
depresion sinaptica con protocolos clasicos de LFS en la sinapsis LPP-GD es un hallazgo
crucial para el marco empirico de la plasticidad sinaptica. Este fenomeno requiere de un
analisis detallado que va mas alla del alcance de este trabajo. Por esta razon, nos enfocamos

en estudiar mecanisticamente la LTD en la sinapsis MPP-GD.

6.9. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora la LTD dependiente del receptor
CBI en la sinapsis MPP-GD de animales jovenes

Juveniles

Nuevamente, evaluamos la eficacia de la LFS a 3 Hz para inducir una LTD sostenida por al
menos 90 minutos de registro. En el grupo control (n = 6 rebanadas / 6 animales), la
aplicacion del protocolo LFS a 3 Hz después de 20 minutos de una respuesta basal generod
una LTD persistente (fEPSP a los 90 min post-LFS: 69 + 6.25% de la respuesta basal; prueba
de Wilcoxon, P < 0.05 vs. respuesta basal; Figura 14A-B, simbolos en color negro), cuyo
sitio de expresion fue presinaptico de acuerdo con el incremento del PPR (PPF antes de la
LFS: 1.18 = 0.08; PPF a los 90 min post-LFS: 1.54 + 0.17; prueba de Wilcoxon, P < 0.05;

Figura 14E, barras en color negro).
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Figura 13. La estimulaciéon de baja frecuencia (LFS) a 3 Hz induce LTD en la sinapsis de la MPP-GD,
pero no en la sinapsis de la LPP-GD de animales jovenes del grupo control. A. Trazos representativos de
fEPSPs en la sinapsis LPP-GD en la condicion basal (1), 50 minutos después de la LFS (2) y después de la
perfusion de L-AP4 (20 uM). B. Curso temporal de la pendiente del fEPSP de la sinapsis LPP-GD en respuesta
aLFSal o3 Hz C. Grafica de barras que cuantifica la magnitud de la pendiente del fEPSP después de la LFS
a 1 o 3 Hz, indicando ausencia de LTD. D. Trazos representativos de fEPSPs en la sinapsis MPP-GD en la
condicion basal (1), 50 minutos después de la LFS (2) y después de la perfusion de DCG-IV (5 uM). E. Curso
temporal de la pendiente del fEPSP de la sinapsis MPP-GD en respuesta a LFS a 1 o 3 Hz. F. Grafica de barras
que cuantifica la magnitud de la pendiente del fEPSP de la sinapsis MPP-GD después de la LFS a 1 o 3 Hz,
indicando que la LFS a 3 Hz induce una LTD persistente. * P < 0.05, prueba de Mann-Whitney. Para la sinapsis
LPP-GD: n = 4 rebanadas / 4 animales para 1 Hz y n = 3 rebanadas / 3 animales para 3 Hz. Para la sinapsis
MPP-GD: n = 5 rebanadas / 4 animales para 1 Hz y n = 4 rebanadas / 4 animales para 3 Hz.

Asi mismo, consistente con Pefasco et al. (2019) con relacion a la LTD inducida a 10 Hz, la
perfusion del agonista inverso/antagonista de los receptores CB1 AM-251 a 5 uM durante la
LFS a 3 Hz previno la induccion de la LTD (fEPSP a los 90 min post-LFS: 119.7 + 10.94%
de la respuesta basal; n = 4 rebanadas / 4 animales; Figura 14A-B y E, simbolos y barras en
color blanco). La perfusion subsiguiente de DCG-IV (5 pM) al final del registro corrobord
el origen en la MPP de las respuestas sinapticas (fEPSP en presencia del DCG-IV: 15.7 £
5.22% de la respuesta basal; Figura 14E, barra en color blanco). Ademas, la perfusion del
AM 251 previno los cambios en la PPF (PPF en grupo AM 251 antes LFS: 1.22 + 0.1; PPF

a los 90 min post-LFS: 1.2 + 0.08; Figura 14F, barras en color blanco). En resumen, estos
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datos demuestran que la sinapsis MPP-GD expresa una LTD presinaptica por activacion del
receptor CB1.

En contraste, en rebanadas del grupo MK-801 (n = 6 rebanadas / 6 animales), la LFS a 3 Hz
fall6 en deprimir la pendiente del fEPSP y desencaden6 una LTP anormal (fEPSP a los 90
min post-LFS en el grupo MK-801: 139.7 +23.12% de la respuesta basal; prueba de Kruskal-
Wallis, prueba post-hoc de Dunn, P < 0.05 vs. Control; Figura 14C-D). Las respuestas
sinapticas fueron sensibles a la perfusion del DCG-IV, corroborando su naturaleza
presinaptica en la MPP (fEPSP en presencia del DCG-1V: 42.13 + 8.5% de la respuesta basal,
prueba de Kruskal-Wallis, prueba post-hoc de Dunn, P < 0.05 vs. Control; Figura 14E, barra
en color rojo). De manera interesante, la potenciacion sinaptica anormal no modifico el PPR
(PPR antes de la LFS: 1.43 +0.07; PPR a los 90 min post-LFS: 1.5 £ 0.09; Figura 14F, barras
en color rojo), sugiriendo que la LTP se expresa a nivel postsindptico. Estos resultados
indican que el bloqueo postnatal del receptor NMDA deteriora la LTD en la sinapsis MPP-

GD de animales juveniles.
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Figura 14. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora la induccion de la LTD dependiente del
receptor CB1 en la sinapsis MPP-GD de animales jovenes. A. Trazos representativos de fEPSPs en la
sinapsis MPP-GD en la condicion basal (1), 90 minutos después de la LFS a 3 Hz (2) y después de la perfusion
de DCG-4 (5 uM) en los grupos control y control tratado con AM251 durante la LFS (antagonista de los
receptores CB1, 5 uM). B. Curso temporal de la pendiente del fEPSP en respuesta a LFS a3 Hz o LFS a 3 Hz
+ AM251 (5 uM) en el grupo control. La perfusion de AM251 durante la LFS previno la induccion de la LTD.
C. Trazos representativos de fEPSPs de la sinapsis MPP-GD en la condicién basal (1), 90 minutos después de
la LFS a 3 Hz (2) y después de la perfusion de DCG-4 (5 uM) en los grupos control y MK-801. La LFS indujo
una LTP anormal en el grupo MK-801. E. Grafica de barras que resume la magnitud de respuesta sinaptica 90
minutos después de la LFS (panel izquierdo) o en presencia de DCG-IV (panel derecho) en los grupos control,
AM251 y MK-801. F. Grafica de puntos que compara el PPR antes y después de la LFS en los grupos control,
AM251 y MK-801. *P < 0.05. Unicamente el grupo control mostrd un incremento en PPR después de la LFS,
indicando que la LTD se expresa de manera presinaptica por una reduccion de la liberacion de
neurotransmisores. Control, n = 6 rebanadas / 6 animales; AM251, n = 4 rebanadas / 4 animales; MK-801, n =
6 rebanadas / 6 animales.

Adultos

De igual manera que los animales jovenes, la LFS a 3 Hz induce LTD en la sinapsis MPP-
GD (fEPSP a los 90 min post-LFS: 76.73 + 3.76% respuesta basal, Prueba de Wilcoxon, P <

0.05; n = 5 rebanadas / 5 animales), cuyas respuestas fueron fuertemente atenuadas en

53



presencia de DCG-IV (5 uM) (fEPSP en presencia DCG-1V: 20.55 + 3.48% respuesta basal;
Figura 15A-C, simbolos negros), demostrando que la LTD en la MPP es un mecanismo de
plasticidad activo en el GD adulto. Asi mismo, en rebanadas del grupo MK-801 (n = 5
rebanadas / 5 animales), la LFS fall6 en inducir depresion sinaptica (fEPSP a los 90 min post-
LFS: 113.6 = 14.94% respuesta basal; Figura 15A-C, simbolos rojos). Estos resultados
confirman que las alteraciones sindpticas en el GD inducidas por el bloqueo postnatal del
receptor NMDA se mantienen hasta la etapa adulta. En este caso, el fallo en la induccion de

la expresion de la LTD dependiente del receptor CB1.
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Figura 15. El deterioro en la LTD inducida por el tratamiento postnatal con MK-801 se mantiene hasta
la etapa adulta. A. Trazos representativos de fEPSPs en la sinapsis MPP-GD en la condicion basal (1), 90
minutos después de la LFS a 3 Hz (2) y después de la perfusion de DCG-4 (5 pM) en los grupos control y MK-
801. B. Curso temporal de la pendiente del fEPSP de la sinapsis MPP-GD en respuesta a la LFS a 3 Hz en los
grupos control y MK-801. Nuevamente, la LFS no indujo LTD en el grupo MK-801. C. Grafica de barras que
cuantifica la magnitud de la respuesta después de la LFS en los grupos control y MK-801. n = 5 rebanadas / 5
animales para el grupo control y n = 6 rebanadas / 5 animales para el grupo MK-801. *P < 0.05, prueba de
Mann-Whitney.
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6.10. El tratamiento postnatal con MK-801 reduce la expresion funcional de los
receptores CBI en la sinapsis MPP-GD de animales juveniles

Dado el requerimiento del sistema endocannabinoide en la inducciéon de la LTD en la sinapsis
MPP-GD, exploramos si los receptores CB1 o la sintesis de su ligando enddgeno el 2-AG
podrian contribuir a la LTD deteriorada en animales juveniles del grupo MK-801. Para estos
experimentos, perfundimos durante 15 minutos al agonista de los receptores CB1, WIN
55,212-2 (Pefiasco et al., 2020) o fisostigmina (10 puM), un inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa que induce la sintesis de 2-AG en rebanadas frescas de hipocampo (Wang,
Jia, et al., 2018). En comparacion con el grupo control (n = 6 rebanadas / 5 animales),
encontramos que la perfusion de WIN 55-212,2 en rebanadas del grupo MK-801 (n = 6
rebanadas / 5 animales) indujo una LTD de menor magnitud (fEPSP a los 90 min post-WIN
en control vs. MK-801:43.01 +6.53% vs. 74.11 = 12.16% de la respuesta basal; t de Student:
tao) = 2.25, P <0.05; Figura 16A-B, E), indicando una expresion funcional (véase definicion

en pagina 10) reducida de los receptores CB1 presinapticos.

En contraste, la perfusién de fisostigmina indujo una depresion sindptica en rebanadas del
grupo control (n = 6 rebanadas / 6 animales), esta depresion se debe al aumento en la sintesis
de 2-AG através de la via de sefializacion receptores acetilcolina-M 1/M5-PK C-diacilglicerol
lipasa (Wang, Jia, et al., 2018). Sin embargo, las rebanadas del grupo MK-801 (n = 5
rebanadas / 5 animales) mostraron una tendencia a presentar una LTD de menor magnitud en
comparacion con el grupo control (fEPSP a los 90 min post-fisostigmina en control vs. MK-
801: fEPSP a los 90 min post-WIN en control vs. MK-801 vs. 77.65 £ 9.65% de la respuesta
basal; Student's t-test: to) = 2.15; P > 0.05; Figura 16C-D, F). Dado que la activacion de los
receptores CB1 o la estimulacion de la sintesis de 2-AG con fisostigmina indujeron valores
similares de LTD en las rebanadas del grupo MK-801 (Figura 16G), nuestros resultados
sugieren que el tratamiento postnatal con MK-801 no interfiere con la sintesis de 2-AG en
las células granulares. Asi mismo, la LTD disminuida en respuesta a la fisostigmina en
rebanadas de animales del grupo MK-801 puede ser atribuida a desregulacion funcional de

los receptores CB1.
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Figura 16. El tratamiento con MK-801 reduce la expresion funcional de los receptores CB1, pero no la
sintesis de 2-AG en la sinapsis MPP-GD de animales juveniles. A. Trazos representativos de fEPSPs en la
sinapsis MPP-GD en la condicion basal (1), 90 minutos después de perfusion de WIN 55,212-2 (agonista de
los receptores CB1, 5 uM) (2) y después de la perfusion de DCG-4 (5 uM) en los grupos control y MK-801. B.
Curso temporal de la pendiente del fEPSP de la sinapsis MPP-GD en respuesta a la perfusion de WIN 55, 212-
2 (5 uM, 15 minutos) en los grupos control y MK-801. C. Similar al panel A, pero trazos representativos en
respuesta a la perfusion de fisostigmina (inhibidor de la acetilcolinesterasa, 10 uM). D. Curso temporal de la
pendiente del fEPSP de la sinapsis MPP-GD en respuesta a la perfusion de fisostigmina (10 uM, 15 minutos)
en los grupos control y MK-801. E. La perfusion de WIN 55, 212-2 indujo una menor depresion sinaptica en
comparacion con el grupo control. F. La perfusion de fisostigmina en el grupo MK-801 result6 en una reduccion
aparente (pero no significativa) en la depresion sinaptica en comparacion con el grupo control. G. Dado que la
activacion de los receptores CB1 con WIN 55, 212-2 o la estimulacion de la sintesis de 2-AG con fisostigmina
indujeron valores similares de depresion sinaptica, el tratamiento postnatal con MK-801 no modifica la sintesis
de 2-AG. WIN 55-212,2, n=6 rebanadas/6 animales para cada grupo. Fisostigmina, n=6 rebanadas para el grupo
control y n=5 rebanadas/5 animales para el grupo MK-801. *P < 0.05, prueba t de Student.
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6.11. La inhibicion de MAGL restaura la LTD en la sinapsis MPP-GD de animales
postnatalmente tratados con MK-801

Datos previos muestran una actividad incrementada de la enzima MAGL en individuos con
esquizofrenia (Kaya ef al., 2019). Por lo tanto, exploramos si un incremento en la
sefalizacion de 2-AG por la inhibicion enzimatica de MAGL puede restablecer la induccion
de LTD en rebanadas del grupo MK-801. Para estos experimentos, las rebanadas MK-801
fueron perfundidas con el inhibidor irreversible de la enzima MAGL, JZL 184 (1 uM), el
cual fue perfundido por los tultimos 10 minutos de la respuesta basal y 5 minutos durante la
LFS. Previo a la LFS, la perfusion del JZL 184 no modifico la respuesta basal. De manera
sorprendente, el JZL 184 restaur6 la pérdida de LTD en la sinapsis MPP-GD de las rebanadas
del grupo MK-801 (fEPSP a los 90 min post-LFS en MK-801 + JZL 184: 58.46 + 11.68 %
de la respuesta basal, n = 5 rebanadas / 5 animales; t de Student: tg)=2.94, P <0.01 vs. MK-
801; Figura 17A-C). La perfusion del DCG-IV al final de los registros corroboro el origen
presinaptico en la MPP de las respuestas sinapticas (fEPSP en presencia del DCG-1V: 27 +
7.43% de la respuesta basal). Asi mismo, la induccion de la LTD fue acompafiada de un
incremento en la PPF (PPR en la respuesta basal: 1.38 £ 1.11; PPR a los 90 min post-LFS:
1.77 £ 0.09; t de Student pareada: t4) = 2.97, P < 0.05; Figura 18D), cuya facilitacion fue
similar en magnitud en comparacion con el grupo control (ver barras negras en la Figura
15F). La Figura 18E muestra la grafica de probabilidad acumulada que muestra la magnitud
de la respuesta sinaptica después de la LTD en los grupos MK-801 y MK-801 + JZL 184. En
conjunto, estos datos demuestran que la inhibicion de MAGL restaura la LTD en la sinapsis

MPP-GD de animales MK-801.
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Figura 17. La inhibicion de MAGL restaura la LTD dependiente del receptor CB1 en la sinapsis MPP-
GD de animales juveniles. A. Trazos representativos de fEPSPs en la sinapsis MPP-GD en la condicion basal
(1), 90 minutos después de la LTD (2) y después de la perfusion de DCG-IV (5 uM) en los grupos MK-801 y
MK-801 + JZL 184 (inhibidor irreversible de MAGL, 1 pM). B. Curso temporal de la pendiente del fEPSP de
la sinapsis MPP-GD en respuesta a la perfusion de JZL 184 (1 uM, 10 minutos) durante la LFS en el grupo
MK-801. Gréafica de barras que resume la magnitud de la pendiente de los tratamientos. D. Cambios del PPR
antes y después de la LTD en los grupos MK-801 y MK-801 + JZL 184. E. Gréafica de probabilidad acumulada
de la respuesta sinaptica después de la LFS. Los valores de la pendiente del fEPSP corresponden a los minutos
11 y 90 minutos. * P < 0.05, t de Student.

6.12. La estimulacion en rafaga teta (TBS) induce LTP en las dos divisiones
anatomicas de la via perforante que convergen en el giro dentado
En el GD, patrones de estimulacion fisioldgica y conductualmente relevantes como la
estimulacion TBS inducen potenciacion sindptica (Lopez-Rojas et al., 2016). Estos patrones
de estimulacion mimetizan la actividad neuronal cuando un animal se encuentra
comprometido en tareas cognitivas. En una exploracion preliminar, validamos la eficacia del

protocolo TBS compuestos por 1 tren (x1), 2 trenes (x2) o 3 trenes (x3) tanto en la sinapsis
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MPP-GD como LPP-GD en rebanadas de animales juveniles. Un tren consistio en 10 rafagas

a 5 Hz y cada rafaga se compuso de 5 pulsos de corriente a 100 Hz (basado en Larson and

Munkacsy, 2015); el intervalo entre trenes fue de 10 s. Una respuesta basal fue registrada por

20 minutos, seguido de la estimulacion TBS y la respuesta fue registrada por 60 minutos. Al

final del registro, las respuestas sindpticas fueron corroboradas con DCG-IV (5 uM) o L-AP4

(20 uM). Encontramos que Unicamente la estimulacion TBS x 3 indujo potenciacion

sinaptica tanto en la sinapsis LPP-GD (Figura 18A-C) como la sinapsis MPP-GD (Figura

18D-F). Por lo tanto, en los siguientes experimentos utilizamos el protocolo TBS x 3 para

evaluar la LTP en animales del grupo MK-801.
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Figura 18. La estimulacion en rafaga teta induce
LTP en las sinapsis LPP-GD y en la MPP-GD. A.
fEPSPs representativos durante la basal (1), PTP (2),
post-TBS (3), y L-AP4 20 uM (4) de TBS x 1 (un tren,
paneles superiores), TBS x 2 (2 trenes, paneles
intermedios) y TBS x 3 (3 trenes, paneles inferiores).
Un tren consistio en 10 rafagas a 5 Hz; una rafaga
consistio en 5 pulsos de corriente a 100 Hz. Los trenes
fueron repetidos cada 10 s. B. Curso temporal de la
pendiente del fEPSP en respuesta a TBS x 1 (simbolos
blancos), x 2 (simbolos grises), y x 3 (simbolos
negros) seguido de la perfusion del L-AP4 (20 uM).
C. Grafica de barras resumiendo los cambios en la
pendiente del fEPSP a los 60 minutos después de
TBS. n = 3 rebanadas / 3 animales para TBS x 1; n =
3 rebanadas / 3 animales para TBS x 2; n = 4
rebanadas / 4 animales. D. fEPSPs representativos
durante la basal (1), PTP (2), post-TBS (3), y DCG-
IV 5 uM (4) de TBS x 1 (un tren, paneles superiores),
TBS x 2 (2 trenes, paneles intermedios) y TBS x 3 (3
trenes, paneles inferiores. E. Curso temporal de la
pendiente del fEPSP en respuesta a TBS x 1 (simbolos
blancos), x 2 (simbolos grises), y x 3 (simbolos
negros) seguido de la perfusion del DCG-1V (5 uM).
Aunque la TBS x 2 indujo potenciacion sinaptica,
TBS x 3 generd una mayor potenciacion. F. Gréfica

de barras resumiendo los cambios en la pendiente del fEPSP a los 60 minutos después de TBS. n = 3 rebanadas
/ 3 animales para TBS x 1; n =4 rebanadas / 3 animales para TBS x 2; n =4 rebanadas / 4 animales. *P < 0.05,

prueba de Mann-Whitney.



El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora progresivamente la LTP en la sinapsis MPP-
GD de animales jovenes

Juveniles

Después, evaluamos la capacidad de la sinapsis MPP-GD para expresar LTP en condiciones
control y MK-801. Para estos experimentos y experimentos sucesivos, registramos una
respuesta basal de 20 minutos, seguido de la aplicacion del protocolo TBS x 3 y extendimos
el tiempo de registro hasta 90 minutos después de la estimulacion TBS. De manera similar al
grupo control (n = 8 rebanadas / 7 animales), la estimulacion TBS en el grupo MK-801 (n =
7 rebanadas / 7 animales) indujo la tipica potenciacion post-tetanica (PTP) seguida de una
reduccién gradual en la pendiente del fEPSP que se mantuvo potenciada por 90 minutos
(fEPSP de la PTP en control vs. MK-801: 171.4 + 16% vs. 135.9 + 9.43% de la respuesta
basal; Figura 19A-B). Aunque la LTP en el grupo MK-801 aparentemente estuvo reducida
como se visualiza en los mapas de temperatura (Figura 19D), esta reduccion no fue
significativa con respecto al grupo control (fEPSP a los 90 min post-TBS en control vs. MK-
801: 199.8 + 11.65% vs. 198.9 £ 29.47% de la respuesta basal; P > 0.05, prueba de Man-
Whitney; Figura 19C). Estos registros fueron especificos de la MPP dado que deprimieron
en presencia del DCG-IV, aunque con diferente sensibilidad farmacologica (fEPSP en
control vs. MK-801: 18.27 + 2.24% vs. 32.46 + 5.16% de la respuesta basal, P <0.05, prueba
de Mann-Whitney). La reduccion en la sensibilidad farmacologica al DCG-IV en el grupo
MK-801 sugiere una expresion funcional reducida de los mGluRs del grupo II, un hallazgo
sistematico comun en todos nuestros experimentos y que resaltamos nuevamente hasta la
seccion de la discusion. Después, al analizar el decaimiento de la PTP (zprp) con una funcion
de decaimiento exponencial de una fase, encontramos que los valores de 7 entre grupos no
presentaron diferencias significativas (zerp en control vs. MK-801: 65 + 3 vs. 83.94 + 16.34
s, P > 0.05, prueba de Mann-Whitney: inserto in la Figura 19B). En conjunto, estos datos
indican que el tratamiento postnatal con MK-801 no suprime la capacidad de la sinapsis

MPP-GD de expresar LTP en animales juveniles.

60



A Basal PTP Post-TBS DCG-IV
(1 3)

) @) )
5 Ao—
s v 100y
S
o
X
=
B 300+
& 250
a 2
& 200+ Time (s) DCGV
w
* 150+
£ (1)
g 100 O, - - RS o
% TBS ‘
& 907-@- Control )
0@ MK-801 oW
T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20 10 0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100
Tiempo (min)
C
~400- Ctl MK-801
< 1
o == Control 160 =
g3 3007 == \IK-801 2 o
o o " o 1205
i o _ o3 =
*= 200+ o g
2 x4 80 =
5 3 5
5 100~ S &
c *g 40 =
& B
0- 7 0 ~
PTP  Post DCG-IV
TBS  (5uM) 8

Figura 19. El tratamiento postnatal con MK-801 debilita, pero no evita la expresion de la LTP inducida
por estimulacion en rafaga teta (TBS) en la sinapsis MPP-GD de animales jovenes. A. Trazos
representativos de los fEPSPs de la sinapsis MPP-GD en la condicion basal (1), PTP (2), 90 minutos después
de la estimulacion TBS (3) y durante la perfusion de DCG-IV (4) en los grupos control y MK-801. B. Curso
temporal de la pendiente del fEPSP después de la aplicacion de un protocolo TBS en los grupos control y MK-
801. La flecha indica el nimero de trenes TBS repetidos cada 10 s. Un tren se compuso de 10 rafagas a 5 Hz,
cada rafaga se compuso de 5 pulsos de corriente a 100 Hz. C. Grafica de barras que compara la magnitud de la
respuesta sinaptica durante la PTP, 90 minutos después de la TBS y en presencia de DGC-IV (5 uM). D. Mapa
de temperatura que muestra la magnitud de la LTP en cada una de las rebanadas de los grupos control y MK-
801. Observe que, aunque el grupo MK-801 presentd valores de LTP de menor magnitud comparado con el
grupo control. Grupo control, n=8 rebanadas/7 animales; grupo MK-801, n=7 rebanadas/7 animales.

Adultos

En animales adultos, una respuesta basal fue registrada por 20 minutos seguida de la
aplicacion del protocolo TBS x 3. Las respuestas sinapticas resultantes fueron registradas por
90 minutos seguidas de su identificacion farmacologica con DCG-IV (5 uM). En condiciones
control (n = 3 rebanadas / 3 animales), encontramos que la estimulacion TBS no indujo LTP

(fEPSP a los 90 minutos post-TBS: 115.1 = 7.7% de la respuesta basal; Figura 20A-B;
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simbolos en color blanco). Sin embargo, las células granulares del DG adulto se caracterizan
por ser células silentes debido a su naturaleza altamente hiperpolarizada (< -80 mV) y a la
fuerte inhibicion GABAérgica local (Schmidt-Hieber et al., 2004; Elgueta & Bartos, 2019).
Entonces, en presencia de picrotoxina (50 uM) repetimos la estimulacion TBS para bloquear
la transmision GABA¢érgica mediada por los receptores GABAA. Bajo estas condiciones
experimentales, la estimulacion TBS indujo una enorme PTP (= 400% de la respuesta basal)
y una potenciacion sindptica robusta (fEPSP a los 90 minutos post-TBS: 189.2 + 4.7% de la
respuesta basal; n = 5 rebanadas / 5 animales; Figura 20A-B, simbolos en color negro). Estos
datos apoyan la idea que la LTP en la sinapsis MPP-GD es dificil de inducir en presencia de

la inhibicion GABA¢érgica (Schmidt-Hieber et al., 2004; Schreurs et al., 2017).
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Con respecto al grupo MK-801, observamos que la estimulacion TBS indujo tanto una PTP
disminuida como una potenciacion sindptica reducida, cuyas respuestas fueron deprimidas

por el DCG-IV (fEPSP de la PTP en control vs. MK-801: 391.8 £ 68.9 vs. 206.9 + 13.9% de
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la respuesta basal, P < 0.05, prueba de Mann-Whitney; fEPSP a los 90 minutos post-TBS en
control vs. MK-801: 189.3 £ 1.9 vs. 135.2 £ 17.27% de la respuesta basal, P < 0.05, prueba
de Mann-Whitney; n = 5 rebanadas / 5 animales para cada grupo; Figura 20C-E). Los mapas
de temperatura en la Figura 20F ilustran la LTP robusta en las rebanadas del grupo control y
la LTP disminuida en el grupo MK-801. En conjunto, las observaciones de animales juveniles
y de adultos indican que el tratamiento postnatal con MK-801 deteriora de manera progresiva

la capacidad de la sinapsis MPP-GD para expresar potenciacion sinaptica.

6.13. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la LTP en la
sinapsis LPP-GD

Juveniles

Similar a los experimentos de TBS en la sinapsis MPP-GD, aplicamos la estimulacion TBS
x 3 en la LPP y registramos la respuesta por 90 minutos seguida de la perfusion de L-AP4
(20 uM). En comparacion con el grupo control (n = 7 rebanadas / 6 animales), las rebanadas
del grupo MK-801 (n = 7 rebanadas / 7 animales) exhibieron una PTP comparable en
magnitud al grupo control, pero no expresaron LTP (fEPSP de la PTP en control vs. MK-
801:213.4 +23.13% vs. 239.9 + 18.28% de la respuesta basal; fEPSP a los 90 min-post TBS
en control vs. MK-801: 144.6 +£13.28% vs. 105.5 + 10.9% de la respuesta basal, P < 0.05,
prueba de Mann-Whitney; Figura 21A-C). Ambas respuestas fueron especificas de la LPP
dado que las respuestas deprimieron en presencia del L-AP4 (fEPSP en control vs. MK-801:
23.18 = 3.82% vs. 28.01 £ 4.33% de la respuesta basal; Figura 21C). Ademas, al realizar un
analisis de la constante de decaimiento de la PTP (zprp), encontramos que el decaimiento de
la Tprp fue mas rapido en rebanadas de grupo MK-801 en comparacion con el grupo control
(terp en control vs. MK-801: 114 + 23.38 vs. 47.03 &+ 5.88 s; prueba de Mann-Whitney, P <
0.05: inserto en la Figura 21B), lo cual sugiere una desregulacion de la plasticidad de corto
plazo. Los mapas de temperatura en la Figura 21D muestran la escasa potenciacion sinaptica

en cada una de las rebanadas del grupo MK-801 en comparacién con el grupo control.

63



A Basal PTP Post-TBS L-AP4
o @) @ )
R i A Y i
g | Mt e R
e v oy
8 N/ - A L e
N o __ IR GREREEEEE e N ___
= |
B 300
2250
& 200
%150—
£ (1)
T et
=
= TBS ¢
L 50--@- Control ‘(4}
o | ®, MK-801
' | ' | ! I | ! | ' | ' | ' | ' | ' |
20 -10 O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (min)
C D Cctl MK-801
9 ~ 400 1 160 o
~ o mm Control @2 &
& 300+ - MK-801 O 120 3,
o 1o g T 3 =4
w @ Q
% 200 g 4 80 -
- rs h
3 100- i ﬁ *6 0E
g, af 7

PTP  Post L-AP4
TBS (20 pM)

Figura 21. El tratamiento postnatal con MK-801 deteriora la LTP inducida por estimulacién TBS en
animales juveniles. A. Trazos representativos de los fEPSPs de la sinapsis LPP-GD en la condicion basal (1),
PTP (2), 90 minutos después de la estimulaciéon TBS (3) y durante la perfusion de L-AP4 (4) en los grupos
control y MK-801. B. Curso temporal de la pendiente del fEPSP después de la aplicacion de un protocolo TBS
x 3 en los grupos control y MK-801. La flecha indica el nimero de trenes TBS repetidos cada 10 s. Un tren se
compuso de 10 rafagas a 5 Hz, cada rafaga se compuso de 5 pulsos de corriente a 100 Hz. El inserto compara
el decaimiento de la PTP mediante la Tprp (determinada en segundos). C. Grafica de barras que compara la
magnitud de la respuesta sinaptica durante la PTP, 90 minutos después de la TBS y en presencia de L-AP4 (20
pM). D. Mapa de temperatura que muestra la magnitud de la LTP en cada una de las rebanadas de los grupos
control y MK-801. Observe que el grupo MK-801 no presentd potenciacion sinaptica. *P < 005, prueba de
Mann-Whitney. Grupo control, n = 7 rebanadas / 6 animales; grupo MK-801, n = 7 rebanadas / 7 animales.

Adultos

Para este conjunto de experimentos, los registros se realizaron en presencia de picrotoxina
(50 uM) para bloquear la trasmision GABAérgica. De manera similar a los hallazgos con
animales jovenes, la estimulacion TBS x3 fall6 en inducir LTP en las rebanadas del grupo
MK-801 (fEPSP de la PTP en control vs. MK-801: 279.9 + 14.4% vs. 262 + 24.1% de la
respuesta basal; fEPSP a los 90 min-post TBS en control vs. MK-801: 186.3 £16.6% vs. 117
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+ 18.14% de la respuesta basal, P < 0.05, prueba de Mann-Whitney; n = 5 rebanadas / 5
animales para cada grupo; Figura 22A-C). La perfusion del L-AP4 al final de los registros
demostrod que las respuestas sindpticas fueron especificas de la LPP (fEPSP en control vs.
MK-801: 23.6 + 2.65% vs. 18.8 + 4.1% de la respuesta basal; Figura 22C). Asi mismo, el
mapa de temperatura en la Figura 22D muestra que las rebanadas del grupo control expresan
una LTP robusta que no se observa en las rebanadas del grupo MK-801. Estos hallazgos

refuerzan la idea de que el tratamiento postnatal con MK-801 deteriora tempranamente la

LTP y este efecto persiste hasta la etapa adulta.
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Figura 22. El deterioro en la LTP en la sinapsis LPP-GD inducida por el tratamiento postnatal con
MK-801 se mantiene en animales adultos. A. Trazos representativos de la basal (1), PTP (2), post-TBS
(3) y en presencia del L-AP4 (4) en los grupos control (panel superior) y MK-801 (panel inferior). B. Curso
temporal de la pendiente del fEPSP después de la estimulacion TBS x 3 (3 trenes) en presencia picrotoxina
(50 uM) en los grupos control y MK-801. C. Grafica de barras que compara la magnitud de la PTP, la
respuesta 90 minutos post-TBS y la respuesta en presencia de L-AP4 (20 uM). La estimulacion TBS no
induce LTP en el grupo MK-801. D. Mapa de temperatura mostrando la magnitud de la LTP para cada una

de las rebanadas de los grupos control y MK-801. *P < 0.05, prueba de Mann-Whitney; n = 5 rebanadas /
5 animales para cada grupo.

65



6.14. El blogqueo postnatal del receptor NMDA debilita la LTP en la sinapsis fibras

musgosas-CA3 de animales juveniles

Finalmente, investigamos si el tratamiento postnatal con MK-801 interfiere con la expresion
de la LTP en el siguiente revelo sinaptico hipocampal compuesto por las fibras musgosas (los
axones de las células granulares) y la region CA3 cuya singularidad principal es que es un
fenomeno independiente de los receptores NMDA (Harris & Cotman, 1986). Nos enfocamos
en animales juveniles y utilizamos el protocolo canonico de estimulacion de alta frecuencia
(HFS) compuesto por 100 pulsos a 100 Hz, repetido 3 veces.

En comparacion con el grupo control, la aplicacion del protocolo HFS en el grupo MK-801
indujo una PTP de magnitud similar y una potenciacion sindptica debilitada (fEPSP en la
PTP, control vs. MK-801: 221 £ 14.5 % vs. 200.1 £ 21.5% de la respuesta basal; fEPSP a los
90 minutos post-HFS en control vs. MK-801: 161 £ 8.27% vs. 118.2 + 6.87% de la respuesta
basal, P < 0.01, prueba de Mann-Whitney; Figura 23A-C). Asi mismo, al graficar las
respuestas post-HFS como probabilidad acumulada, se observo que las respuestas sinapticas
del grupo MK-801 presentan valores disminuidos de la pendiente del fEPSP durante todo
periodo de registro (Figura 23D).

Los mapas de temperatura en la Figura 24E corroboran visualmente la LTP disminuida en el
grupo MK-801 en comparacion con el grupo control. Por lo tanto, aunque la induccion de la
LTP en la sinapsis fibras musgosas es un fenomeno independiente del receptor NMDA, el

bloqueo postnatal del receptor NMDA debilita la LTP en la sinapsis fibras musgosas-CA3.
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Figura 23. El bloqueo postnatal del receptor NMDA debilita la LTP en la sinapsis fibras musgosas-
CA3 en animales juveniles. A. fEPSPs representativos de la condicion basal (1), PTP (2), 90 minutos
post-HFS (3) y en presencia de DCG-IV (4) de los grupos control y MK-801. B Curso temporal de la
magnitud de la LTP en ambas condiciones experimentales. La linea solida representa el tiempo de
perfusion del DCG-IV (5 uM). La flecha indica el momento de aplicacion de la HFS. C. Grafica de
barras que resume los cambios en la pendiente del fEPSP durante la PTP, post-HFS y la perfusion de
DCG-IV. D. Grafica de probabilidad acumulada mostrando la distribucion de las respuestas sinapticas
después de la estimulacion HFS. Los valores de la pendiente del fEPSP corresponden al minuto 11 al
minuto 90. E. Mapas de temperatura que ilustran la potenciacion sindptica reducida en las rebanadas del
grupo MK-801. *P < (.01, prueba de Mann-Whitney. Control, n = 6 rebanadas / 6 animales y MK-801,
n = 8 rebanadas / 7 animales.
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7. DISCUSION

En este estudio demostramos que el bloqueo transitorio de los receptores NMDA durante el
desarrollo postnatal temprano es suficiente para inducir deterioro en memorias de tipo
espacial y una serie de alteraciones sinapticas en la via perforante (lateral y medial) y el GD.
Las modificaciones a nivel conductual y neuronal fueron examinadas en dos etapas
relevantes para la esquizofrenia: la etapa juvenil y la etapa adulta. La etapa juvenil podria
explicar varios de los cambios cognitivos y neurofisiolégicos que ocurren desde la fase
prodromica de la esquizofrenia y la etapa adulta temprana que coincide con la fase de

diagnostico clinico de la esquizofrenia.

A nivel conductual demostramos que, desde la etapa juvenil, los animales que fueron tratados
postnatalmente con MK-801 exhiben un deterioro en la memoria espacial y deterioro en uno
de los componentes mas finos de la memoria episodica, la discriminacion espacial, donde el
giro dentado desempena un papel fundamental. Asi mismo, presentamos evidencia de que la
inhibicion farmacoldgica de GATI1 mejora los déficits en la memoria y discriminacion
espacial inducidos por el tratamiento postnatal con MK-801 en animales juveniles, pero no
en animales adultos. Estos hallazgos coinciden con una reducciéon en la trasmision

GABA¢érgica a nivel dendritico en el GD, de acuerdo nuestros analisis de curvas I-O.

A nivel neuronal, en la sinapsis LPP-GD, reportamos una desregulacion persistente en la
liberacion presinaptica de glutamato y una LTP deteriorada desde la etapa juvenil en animales
expuestos postnatalmente al MK-801. Asi mismo, la fuerza sindptica basal parece
evolucionar desde un estado no afectado en la etapa temprana hacia un estado deteriorado en
la etapa adulta. En la sinapsis MPP-GD, el bloqueo postnatal del receptor NMDA reduce
tempranamente tanto la fuerza sinaptica basal como la liberacion presinaptica de glutamato,
debilita de manera progresiva la LTP y deteriora la LTD dependiente del receptor CB1
parcialmente explicada por una reduccion en la expresion funcional de los receptores CB1.
Sorprendentemente, esta LTD deteriorada es restablecida por la inhibicion farmacolégica de
MAGL, enzima responsable de la sintesis del 2-AG. Asi mismo, la desregulacion en la
plasticidad sindptica se extiende a otras sinapsis hipocampales como la sinapsis fibras
musgosas-CA3 donde el tratamiento postnatal con MK-801 debilita la LTP independiente
del receptor NMDA.
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7.1. Memoria espacial
Los déficits cognitivos como la memoria de trabajo, la memoria episddica y la memoria
visual estan bien documentados en la fase cronica de la esquizofrenia (Tamminga et al., 2010;
McCutcheon et al., 2023) y en la etapa adulta de modelos animales basados en la hipofuncién
transitoria del receptor NMDA (Wang et al., 2001; Nozari et al., 2014; Hernandez-Frausto et
al., 2019). Sin embargo, uno de los retos actuales en el estudio de la esquizofrenia es
identificar posibles indicadores de estado cognitivo en una fase prodromica que predigan el
desarrollo de la esquizofrenia (Insel, 2010). En este marco contextual, la memoria y la
navegacion espacial son esenciales para el funcionamiento apropiado de procesos cognitivos
de orden superior como la memoria de trabajo y la memoria episddica (ver Eichenbaum,

2017).

Nuestros hallazgos revelan que no s6lo la memoria espacial estd comprometida desde la etapa
juvenil, sino que estos déficits persisten hasta la etapa adulta de los animales que fueron
expuestos postnatalmente al MK-801. De manera similar, aunque menos estudiado, hay
evidencia de que individuos con esquizofrenia también presentan déficits en la memoria y la
navegacion espacial (Folley et al., 2010; Wilkins et al., 2013; Cogné et al., 2017). En
contraste con nuestros resultados, estudios previos no encontraron alteraciones en la memoria
de reconocimiento en la etapa juvenil, pero si en la etapa adulta de animales tratados
postnatalmente con MK-801 (Herndndez-Frausto et al., 2019). Por lo tanto, nuestros datos
sugieren que pruebas de memoria que demandan un mayor procesamiento de informacion
espacial y de navegacion espacial, como la prueba de laberinto de Barnes, son mas adecuadas
para detectar déficits cognitivos en la etapa temprana de modelos animales tipo esquizofrenia

como el bloqueo postnatal de los receptores NMDA.

7.2. Separacion de patrones y discriminacion mnemonica
En primera instancia, en este estudio demostramos por primera vez que al igual que en la
etapa adulta (van Goethem et al., 2018), la discriminacion espacial opera fisiologicamente
desde la etapa juvenil en ratas macho. Asi mismo, otro resultado crucial de este estudio y que
es consistente con la reduccion en volumen que experimenta el giro dentado de individuos
con esquizofrenia (Nakahara ef al., 2020), fue que la discriminacion espacial esta deteriorada

en animales del grupo MK-801 tanto en la etapa juvenil como en la etapa adulta.
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Teoricamente, la discriminacion mnemonica es la manifestacion conductual de la separacion
de patrones que ocurre en el giro dentado (Santoro, 2013) y que nos permite diferenciar que
dos eventos 0 experiencias cercanas en el tiempo son esencialmente diferentes a pesar de una
alta similitud en contenido o informacion (Yassa & Stark, 2011). En otras palabras, el GD, a
través de la separacion de patrones maximiza las pequefias diferencias en la informaciéon
cortical para almacenarlas como memorias independientes en la region CA3 (Leutgeb et al.,
2007). El fallo en la separaciéon de patrones podria conducir inevitablemente a un falso
reconocimiento de que una experiencia actual similar a una experiencia pasada es

esencialmente idéntica (Imamoglu et al., 2023).

Consistente con nuestros resultados, estudios previos han reportado que la discriminacion
mnemonica estd deteriorada en individuos con «primer episodico psicotico» (Kraguljac et
al.,2021) e incluso en una condicion denominada esquizotipia multidimensional (individuos
de 18 a 25 afios) caracterizada por sintomas subclinicos positivos, negativos y cognitivos de
la esquizofrenia (Sahakyan et al., 2023). En linea con esta evidencia, un estudio reciente
demostrd que la discriminacion mnemonica esta disminuida en nifios y adolescentes (11-17
afios) con alto riesgo de esquizofrenia (Imamoglu et al., 2023). En general, la evidencia
anterior sugiere fuertemente que la capacidad de discriminacioén espacial esta deteriorada
desde la fase temprana o prodromica de la esquizofrenia, una prediccion derivada de estudios

computacionales en el GD (Faghihi & Moustafa, 2015) y que ahora ha sido demostrada.

Dada la coincidencia en la discriminacion mnemonica deteriorada entre individuos con alto
riesgo de esquizofrenia y nuestro modelo experimental, proponemos que la discriminacioén
mnemonica podria ser utilizada como un marcador del estado cognitivo que permita
identificar individuos con un alto riesgo de desarrollar esquizofrenia (background genético y
antecedentes familiares). Aunque desafiante, este screeming permitiria intervenciones
terapéuticas tempranas y modificaria el pronodstico de la enfermedad, como ha sido sugerido
previamente (Insel, 2010). A nivel preclinico, los modelos animales que mimeticen el
fenotipo esquizofrenia deben reproducir la discriminacién mnemonica deteriorada en el

estado juvenil de los animales.

70



7.3. Modulacion farmacologica de GATI en procesos de memoria
La reduccién en la transmision GABAérgica es un fendomeno bien documentado en
individuos con esquizofrenia y en estudios post-mortem de esta poblacion (Konradi et al.,
2011; Frankle et al., 2015; Shaw et al., 2020). Incluso, la evidencia molecular derivada de
modelos animales apoya esta desregulacion de acuerdo con la expresion disminuida de
proteinas clave para la regulacion de la actividad GABAérgica como GAD-67, la proteina
PV y el vGAT (Li et al., 2015; Murueta-Goyena et al., 2018). En este estudio demostramos
que favorecer la trasmision GABAérgica a través de la inhibicion de GATI, el principal
transportador de la recaptura de GABA (Song ef al., 2013), es suficiente para mejorar la
memoria y la discriminacién espacial en animales jovenes que fueron tratados
postnatalmente con MK-801, pero no en animales adultos. Aunque son multiples las
posibilidades que podrian explicar este efecto diferencial, tales como cambios dependientes
de la edad en la sintesis y liberacion de GABA e incluso en la recaptura de GABA, todas las
posibilidades convergen de manera sugerente en una reducciéon de la transmision
GABA¢érgica que inicia en la fase prodromica de la esquizofrenia. En apoyo a esta idea,
nuestros resultados de curvas I-O en la sinapsis MPP-GD (especializada en el procesamiento
de informacién espacial) del grupo MK-801, indican una reduccién dependiente de la edad
en la inhibicion GABAérgica (nivel dendritico), donde la transmision GABAérgica
disminuye desde la etapa juvenil y deteriora aun mas la etapa adulta. Lo anterior sugiere que
las intervenciones terapéuticas orientadas a favorecer la actividad GABAérgica como la
inhibicion de GATI1 en la etapa temprana de la esquizofrenia podrian ser efectivas para
mejorar las capacidades cognitivas de individuos con alto riesgo de esquizofrenia; esto
debido a que los niveles de GABA, aunque reducidos son susceptibles de modulacién

farmacolégica.

Ademas, otro punto importante para destacar es la relacion entre la inhibicion de GAT1 y su
efecto positivo sobre la discriminacion espacial a través de la modulacion de la inhibicion
tonica en el GD. A diferencia de la inhibicion fasica (mediada por receptores GABAA que
contienen la subunidad al-3) que se caracteriza por ser rapida y selectiva (nivel sindptico);
la inhibicion ténica ocurre cuando el GABA sinéptico difunde hacia sitios extrasinapticos e
induce la activacion persistente o tonica de ciertas isoformas de los receptores GABAA (ej.

receptores que contienen la subunidad a4-6 o a la subunidad d) (Farrant & Nusser, 2005). En
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el GD, la inhibicion tonica contribuye a la baja actividad de disparo de las células granulares
y facilita la discriminacion de experiencias similares que demandan de la separacion de
patrones (Engin et al., 2015). En este estudio, observamos que la inhibicion de GATI1
restablecid la discriminacion espacial de los animales juveniles del grupo MK-801. Este
efecto podria deberse parcialmente a un incremento en la inhibicioén tonica dado que la
inhibicion de GAT1 con NNC-711 aumenta los niveles de GABA extracelulares necesarios
para generar una inhibicion tonica (Song et al., 2013). De manera colectiva, la informacion
previa apoya la idea de que favorecer la inhibicion ténica en una fase temprana de la
esquizofrenia podria mejorar la discriminacion de memorias similares dependientes de la
separacion de patrones. Asi mismo, los receptores GABA4 extrasindpticos figuran como
posibles blancos terapéuticos para aumentar la inhibicion ténica en la esquizofrenia. Un
candidato digno de explorar con moduladores alostéricos positivos es el receptor GABAA
que contine la subunidad a5 dado que estos receptores son cruciales para la discriminaciéon

de experiencias similares en roedores (Engin et al., 2015).

Una posible explicacion de la ausencia de efecto de la inhibicion de GAT1 con NNC-711 en
animales adultos puede ser atribuida a cambios en la expresion de GAT1. Consistente con
esta idea, la inhibiciéon de GAT1 con NNC-711 no modifica las corrientes post-sinapticas
inhibitorias en neuronas piramidales de la capa II/III de la corteza prefrontal de animales
adultos tratados postnatalmente con fenciclidina (Kjaerby ef al., 2014), lo cual es indicativo
de una expresion funcional reducida de GAT1. Una condicion similar puede ocurrir en el
hipocampo tanto en la etapa juvenil como en la etapa adulta, aunque esto requiere de

investigacion adicional.

Finalmente, un resultado que merece especial atencion es la dosis de NNC-711 (0.5 mg/kg)
que generd efectos positivos en las pruebas de memorias en animales juveniles del grupo
MK-801. Por ejemplo, estudio previos han reportado que el NNC-711 en dosis de 0.25 a 1.5
mg/kg producen efectos positivos en pruebas que evaluan la adquisicion de memorias de tipo
aversivo y memorias de tipo espacial (O’Connell ef al., 2001). En contraste, dosis superiores
no presentan efectos (10 mg/kg) o incluso deterioran la memoria espacial (20 mg/kg),
dependiendo de si son evaluadas en rata o ratoén adulto (Schmitt & Hiemke, 2002; Satat et

al., 2015). En conjunto, estos resultados sugieren que unicamente dosis bajas de NNC-711
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son efectivas para mejorar el procesamiento de informacion espacial. Consistente con estos
resultados, estudios recientes demuestran que la actividad de interneuronas PV y SOM" es
necesaria para la consolidaciéon de memorias de miedo y la codificacion de memorias
episodicas con alta similitud en contenido (Xia et al., 2017; Morales et al., 2021). Por lo
tanto, favorecer los niveles de GABA a través de la inhibicion de GAT1 deberia incrementar
la actividad de interneuronas locales en regiones como el GD y el area CA3 para favorecer

tanto la discriminacién como la memoria espacial en animales del grupo MK-801.

Una posible explicacion del por qué no observamos efectos con la dosis de NNC-711 de 1.5
mg/kg es debido a la pérdida de la inhibicion selectiva de las células granulares por
interneuronas locales PV* 0o SOM"™ que son relevantes para el procesamiento cognitivo
(Guzman et al., 2021; Morales et al., 2021). Por ejemplo, aunque en el GD la inhibicién
GABAérgica es regulada principalmente por la actividad de interneuronas PV", SOM" y
células tipo hilares asociadas a la via perforante (Ewell & Jones, 2010; Lee et al., 2016;
Elgueta & Bartos, 2019), también hay otros subtipos de interneuronas involucradas en la
inhibicion como las interneuronas CCK', Neuropéptido Y' y neurogliaformes (Houser,
2007). Por lo tanto, aunque favorecer la actividad GABA¢érgica mediante una dosis superior
(1.5 mg/kg) de NNC-711 resultaria en una mayor inhibicion GABA¢érgica local, esto no se
traduciria en un efecto mejor o igual que el de la dosis de 0.5 mg/kg debido a que inhibicion
debe ser selectiva y no generalizada, como lo predicen los modelos computacionales (Faghihi

& Moustafa, 2015).

Por otra parte, es importante mencionar que, aunque el efecto terapéutico de los antipsicoticos
tanto tipicos como atipicos se atribuye al bloqueo de los receptores D2 en el estriado
asociativo (Maia & Frank, 2017), todos ellos exhiben afinidades distintas por otros receptores
como los D1/DS5, cuya activacion es esencial para la consolidacion de la memoria y la
memoria de trabajo (Lewis & Sweet, 2009). Aunque no encontramos estudios que hayan
examinado el impacto de los antipsicéticos en la memoria espacial y la discriminacion
espacial en modelos animales basados en el bloqueo postnatal de los receptores NMDA, las
observaciones neuropsicologicas han revelado efectos diferenciales de los antipsicoticos en
el funcionamiento cognitivo. Generalmente los antipsicoticos tipicos como la clorpromazina

empeoran los sintomas cognitivos de la esquizofrenia porque presentan afinidad por los
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receptores D1/D5, cuya activacion es critica para la memoria de trabajo (Lewis & Sweet,
2009). En contraste, los antipsicoticos atipicos que se caracterizan por ser antagonistas de los
receptores 5S-HT2a y de los receptores D2, incluso se piensa que mejoran el funcionamiento
cognitivo. Por ejemplo, sertindol, un antipsicético de segunda generacion, mejora el
funcionamiento cognitivo en pacientes con esquizofrenia (Nielsen et al., 2015), un efecto que
al menos podria atribuirse al bloqueo de los receptores 5-HTza.c (Cronenwett, 2016) y
posiblemente al bloqueo de otros receptores a serotonina como el 5-HTs. Sin embargo, en la
esquizofrenia, la transmision dopaminérgica estd reducida a nivel cortical y al menos la
memoria de trabajo requiere de la activacion de los receptores D1 en la corteza prefrontal
dorsolateral (Lewis & Sweet, 2009). Por lo tanto, dado el requerimiento del receptor D1 en
la memoria de trabajo, este receptor podria ser un blanco terapéutico para favorecer el
funcionamiento cognitivo. En apoyo a esta idea, en un estudio previo, observamos que la
activacion de los receptores D1/D5 restablece la potenciacion de la excitabilidad intrinseca
de neuronas piramidales de la region CA1l del hipocampo de ratas juveniles tratadas
postnatalmente con MK-801 (Griego et al., 2022), la cual es una forma de plasticidad no

sindptica que contribuye a la formacion de la memoria (Debanne et al., 2019).

7.4. Cambios en la transmision sinaptica y la liberacion presindptica en la via
perforante
De manera funcional, las entradas excitadoras que proyectan al giro dentado transfieren
distintos tipos de informacion cortical. La MPP transfiere informacion espacial desde la
corteza entorrinal media y la LPP transfiere informacion multisensorial desde la corteza
entorrinal lateral (Hunsaker er al., 2007; Fernandez-Ruiz et al., 2021). Consistente con
observaciones anteriores (Segev et al., 2020; Griego et al., 2022), nuestros resultados
muestran que el tratamiento postnatal con MK-801 reduce tempranamente la trasmision
sindptica basal en la MPP-GD, explicada parcialmente por una reduccion en la liberacion
presinaptica de glutamato y una menor excitabilidad presinaptica. Por el contrario, en la
sinapsis LPP-GD a pesar de experimentar tempranamente una reduccion en la liberacion
presinéptica de glutamato, esto no contribuye a la reduccion en la trasmision sinaptica basal,
sugiriendo la participacion de posibles mecanismos compensatorios a nivel postsinaptico (ej.
canales i6nicos dependientes de voltaje). En linea con nuestras observaciones, el bloqueo

transitorio de los receptores NMDA durante el desarrollo postnatal interfiere con la expresion
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de varias proteinas presinapticas responsables de la liberacion de neurotransmisores en
modelos animales (Maher & LoTurco, 2012; Saggu et al., 2013; Pinzon-Parra et al., 2022).
Algunos de estos cambios en la maquinaria de liberacion presinaptica también han sido
identificados en pacientes con esquizofrenia (Egbujo et al., 2016). A pesar de que las
alteraciones en la transmision sinaptica estan presentes en ambas divisiones de la via
perforante, nuestros datos sugieren alteraciones mas robustas en el procesamiento de
informacion espacial que estd mediada por la MPP-GD en comparacioén con la informacion

multisensorial que estd mediada por la LPP-GD.

7.5. Potenciacion sinaptica inducida por LFS en la sinapsis LPP-GD
La LTD es una forma de plasticidad sinaptica que contribuye a la adquisicion de informacion
novedosa (Manahan-Vaughan & Braunewell, 1999), sin embargo, este fendmeno en las
sinapsis de la via perforante y el giro dentado ha sido escasamente explorado. Nuestro estudio
revel6 que la sinapsis LPP-GD no expresa LTD con LFS a 1 0 3 Hz. La ausencia de depresion
sinaptica en la sinapsis LPP-GD va mas alla del alcance de esta investigacion, pero estudios
previos apoyan nuestra conclusion. Por ejemplo, la LFS a 1 Hz en condiciones in vitro falla
en inducir LTD (Blaise & Bronzino, 2003) y la estimulacion superior a 10 Hz induce LTP
en rebanadas hipocampales de ratones adultos (Egana-Huguet et al., 2021). Asi mismo, un
estudio in vivo en ratas, reportd que la LFS a 1 Hz induce una potenciacion sindptica de inicio

lento (Gonzalez et al., 2014).

7.6. Mecanismos que contribuyen a la LTD deteriorada en la sinapsis MPP-GD
Con respecto a la sinapsis MPP-GD, la LTD inducida con LFS a 10 Hz es dependiente de la
activacion del receptor CB1 mediada por el 2-AG, pero no por la anandamida (Pefiasco et
al., 2019). Sin embargo, en este estudio exploramos la eficacia de la frecuencia de
estimulacion a 1 o 3 Hz, un patron de actividad fisiologico que mimetiza el rango teta-delta
de descarga de las células estelares y piramidales de la corteza entorrinal (Gloveli et al., 1997;
Deshmukh et al., 2010). Este patron de estimulacion demostréd que la LFS a 3 Hz induce una

LTD presinaptica que también es dependiente del receptor CB1.

En rebanadas hipocampales de animales juveniles tratados postnatalmente con MK-801 se
observo un fendmeno atipico en respuesta a la estimulacion LFS, ya que en lugar de observar

LTD se produjo potenciacion sindptica postsinaptica. Este fallo en la induccion de la LTD
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persistio en la etapa adulta. En este estudio, utilizando estrategias experimentales
previamente validadas, investigamos tres puntos clave en la cascada de sefializacion
requerida para expresion de la LTD en la etapa juvenil: la activacion directa de los receptores
CBI1 con 5 uM WIN 55,212-2 (Fontaine et al., 2020), la estimulacion de la sintesis
postsinaptica del 2-AG con 10 uM fisostigmina (Wang, Jia, ef al., 2018) y la inhibicion de
la degradacion presinaptica del 2-AG con 1 pM JZL 184 (Wang, Cox, et al., 2018). Nuestros
resultados revelaron que la ausencia de LTD podria deberse a una expresion funcional
reducida de los receptores CB1 o a una degradacion acelerada del 2-AG, pero no a una
reduccién en la sintesis de 2-AG a nivel postsinaptico, dado que en rebanadas de animales
del grupo MK-801 tanto la activacion directa de los receptores CB1 como la estimulacion de
la sintesis endogena del 2-AG con fisostigmina generaron magnitudes de depresion similares.
Estos resultados son consistentes con estudios en modelos animales tipo esquizofrenia que
reportan una reduccion en la expresion del receptor CB1 (Kaminitz et al., 2014; Sziics et al.,

2016; Osborne et al., 2019).

Por otra parte, aunque la relacion de MAGL y la esquizofrenia estd menos estudiada, un
estudio previo en pacientes esquizofrénicos encontrd niveles séricos elevados de la enzima
MAGL (Kaya ef al., 2019). De hecho, aunque esta relacion es menos directa, un estudio en
neuronas cultivadas de hipocampo (neuronas piramidales de CA1) report6d un incremento en
la expresion de MAGL asociado con la desregulacion de la neuroligina-1, un factor de
crecimiento comunmente asociado a la fisiopatologia de esquizofrenia (Du ef al., 2013).
Estos datos expanden el abanico de posibilidades donde el fallo en la inducciéon en la LTD
en el grupo MK-801 puede ser atribuida parcialmente a una degradacion acelerada del 2-AG

por una actividad aumentada de MAGL, lo cual requiere investigacion adicional.

Por ultimo, un hallazgo crucial de nuestro estudio fue que la inhibicidon enzimatica de MAGL
durante la LFS restaura la LTD en la sinapsis MPP-GD del grupo MK-801, un mecanismo
de plasticidad involucrado en la codificacion de informacidon novedosa (Manahan-Vaughan
& Braunewell, 1999). Este resultado sugiere que a nivel conductual favorecer la sefializacion
del 2-AG a través de la inhibicion farmacoldgica de MAGL puede mejorar los déficits
cognitivos de memoria episodica y discriminacion espacial presentes en la esquizofrenia, que

como se menciond previamente requieren de un elevado procesamiento de informacion
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espacial. Por ejemplo, la inhibicion de MAGL alivia los déficits en la memoria espacial en

un modelo de Alzheimer (Hashem et al., 2021).

7.7. Potenciacion sinaptica
La potenciacion sindptica es una forma de plasticidad que ocurre durante la formacion de
nuevas memorias a través de un fortalecimiento de las conexiones sindpticas activadas
durante el aprendizaje (Whitlock et al., 2006; Nabavi et al., 2014). En este estudio proveemos
evidencia que el bloqueo postnatal transitorio del receptor NMDA es suficiente para
deteriorar tempranamente la LTP presinaptica en la LPP-GD y debilitar la LTP de manera

progresiva en la sinapsis MPP-GD.

El efecto diferencial en el grado de afectacion de la potenciacion sindptica entre la sinapsis
LPP-GD y MPP-GD merece especial atencion. Por ejemplo, en rebanadas del grupo MK-801
después de la activacion de los receptores NMDA postsinapticos (Hanse & Gustafsson, 1992;
Wang et al., 2002), la LTP en la sinapsis MPP-GD podria inducirse a través de una serie de
vias de sefalizacion redundantes como la via CaMKII y la via PKA-ERK1/2 (Wu et al.,
2006; Welsby et al., 2009) que garantizan su expresion a nivel postsinaptico. De este modo,
el defecto en la via de sefializacion del receptor de CaMKII puede ser compensada por la via
de sefalizacion de PKA-ERK1/2 y viceversa. Esto podria explicar por qué la sinapsis MPP-
GD de animales del grupo MK-801 presentd potenciacion sinaptica, aunque en magnitud

disminuida, tanto en la etapa juvenil como adulta.

En contraste, en la sinapsis LPP-GD, la LTP requiere inicialmente de la activacion de los
receptores NMDA y mGluRs del grupo I, cuyos eventos moleculares sucesivos convergen
en la sintesis del 2-AG (Wang et al., 2016). E1 2-AG difunde retrogradamente a las terminales
de la LPP y activa receptores CB1 que incrementan la liberacion del glutamato a través de la
via de sefializacion no canonica receptor CB; /FAK/ROCK (Wang, Jia, et al., 2018). En este
estudio encontramos que la LTP inducida por TBS en la sinapsis LPP-GD incrementa la
liberacion presinaptica, lo cual sugiere que los mecanismos moleculares que subyacen a la
LTP inducida con protocolos de alta frecuencia (Wang et al., 2016) son los mismos
mecanismos reclutados por la estimulacion en rafaga teta. Asi mismo, aunque no
investigamos los mecanismos que subyacen a la LTP deteriorada, nuestras observaciones en

la sinapsis MPP-GD vy las de otros estudios sugieren que una expresion funcional reducida
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de los receptores CB1 o una degradacion acelerada del 2-AG (Kaminitz et al., 2014; Szlics
et al., 2016; Osborne et al., 2019) podria explicar la ausencia de la LTP. De acuerdo con
estos datos, sugerimos que favorecer la actividad del receptor CB1 puede potencialmente
revertir el fallo en la induccion de la LTP en animales tratados postnatalmente con MK-801.
Entre las posibles estrategias farmacologicas dignas de explorar se encuentran: la activacion
directa de los receptores CB1 y la inhibicion de la degradacion del 2-AG. Una posibilidad
adicional es la activacion directa de los mGluRs del grupo I, cuya expresion estd reducida en

pacientes con esquizofrenia (revisado en Vinson and Conn, 2012).

Debido a que encontramos multiples alteraciones en la plasticidad sinaptica en el giro
dentado en respuesta al bloqueo postnatal sistémico del receptor NMDA, una interrogante
inmediata fue si la hipofuncion de estos receptores impactaria en la potenciacion sinaptica en
el siguiente relevo sindptico cuya caracteristica principal es que es un evento independiente
del receptor NMDA (Zalutsky & Nicoll, 1990). Nuestros resultados demuestran que
efectivamente, interferir con la funcionalidad de los receptores NMDA en el desarrollo
postnatal temprano debilita la LTP independiente del receptor NMDA (que no requiere de la
activacion de los receptores NMDA) en la sinapsis fibras musgosas-CA3. Curiosamente, al
igual que en el area CA3 de pacientes con esquizofrenia (Tamminga et al., 2010), las
neuronas piramidales de CA3 presentan hiperexcitabilidad debido a la desregulacion en la
actividad de maultiples canales de K', tales como las conductancias de los canales
rectificadores entrantes de K* y de los canales de potasio activados por calcio, la AHP media
y lenta (Marquez et al., 2023). Este fenomeno de hiperexcitabilidad también ocurre cuando
los receptores NMDA son silenciados selectivamente en las células granulares del giro
dentado. Incluso lo més llamativo es que esta manipulacidon experimental reproduce algunas
caracteristicas del fenotipo esquizofrenia como la interaccion social reducida y miedo
elevado (Segev et al., 2020). En conjunto, nuestras observaciones y la de otros estudios
sugieren que la hiperexcitabilidad en neuronas piramidales de CA3 puede ser atribuida a la

disfuncion postnatal de los receptores NMDA.

7.8. Plasticidad y conducta
Por otra parte, aunque no conocemos de manera exacta como cada forma de plasticidad

contribuye al procesamiento de informacion en el giro dentado durante la adquisicion de una
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memoria, existen algunos estudios que han demostrado una correlacion positiva entre la LTP
y la ejecucion de tareas cognitivas que involucran el procesamiento de informacion

multisensorial y espacial entre la corteza entorrinal y el GD.

Por ejemplo, un estudio en pacientes con epilepsia farmacorresistente demostré que la
estimulacion TBS en la corteza entorrinal mejora la discriminacion mnemonica que involucra
aspectos espaciales y no espaciales (caracteristicas de objetos: formas, colores, detalles, etc.)
en individuos sanos (Titiz et al., 2017). En estudios en animales, la interferencia con
elementos moleculares esenciales para la expresion de la LTP deteriora la memoria que
involucra el procesamiento de informacion de multisensorial. Por ejemplo, el bloqueo del
receptor CB1, que es esencial para la expresion de la LTP en la LPP-GD, deteriora el
rendimiento en una prueba de discriminacion de olores (Wang et al., 2016). En contraste, en
un modelo de autismo (Fmr") que exhibe deterioro en la memoria de olores y en la induccion
de LTP en la sinapsis LPP-GD, el incremento en la sefializacion del 2-AG a través de la
inhibicion enzimatica de MAGL mejora tanto la LTP como la memoria de olores (Wang,

Cox, et al., 2018).

De manera similar, manipulaciones experimentales que aumentan de manera selectiva la LTP
en la sinapsis MPP-GD se correlacionan positivamente con una adquisicion rapida de la
memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris (Saab et al., 2009). Esta observacion
sugiere que la LTP podria ser relevante para la adquisicion de memorias de tipo espacial,
especialmente en aquellas memorias que se adquieren en multiples ensayos como la prueba
del laberinto acuatico de Morris (Saab et al., 2009) y el laberinto de Barnes, como

investigamos en nuestro estudio.

Desafortunadamente no hay estudios que relacionen directamente los procesos de plasticidad
con la discriminacion mnemonica espacial. Sin embargo, dado que la sinapsis MPP-GD se
especializa mayormente en el procesamiento de informacion espacial, hipotetizamos que los
procesos de plasticidad, en particular la depresion sinaptica dependiente del receptor CB1,
podria tener un rol crucial en la discriminacion espacial. Esta propuesta deriva de
observaciones previas donde la codificacion de informaciéon de objetos desencadena
depresion sindptica y la induccion de depresion sinaptica facilita la discriminacion de un

evento nuevo y el cambio en la posicion espacial de objetos (Manahan-Vaughan &
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Braunewell, 1999; Kemp & Manahan-Vaughan, 2008). Si esto es cierto, interferir con la
sefalizacion del 2-AG deberia deteriorar la discriminacién espacial en la prueba de

separacion de patrones, aunque esta aseveracion requiere de investigacion adicional.

Finalmente, un aspecto a resaltar es el rol crucial del sistema endocannabinoide a través de
la via de sefializacién Diacilglicerol lipasa/2-AG/ receptor CB1 en multiples formas de
plasticidad sindptica en el giro dentado. Esto es llamativo, dado que mientras la depresion
sindptica en la sinapsis MPP-GD es dependiente de la activacion de los receptores CBI1, la
activacion de estos receptores en la sinapsis LPP-GD induce potenciacion sinaptica. Estas
diferencias se deben a que los receptores CB1 de la MPP y de la LPP estan acoplados a
diferentes vias de la sefializacion donde el resultado final es la disminucion en la liberacion
(Fontaine et al., 2020) o el incremento en la liberacion presindptica (Wang et al., 2016;
Wang, Jia, ef al., 2018; Vyleta & Snyder, 2021), respectivamente. Estos cambios de la
liberacion presinaptica son los responsables de la expresion de la LTD en la MPP y de la LTP
en la LPP, un fendmeno que también fue observado sistematicamente en nuestros analisis de
PPR en los experimentos de plasticidad sinaptica. Esto nos lleva a proponer que el receptor
CBI1 puede funcionar como un regulador maestro que orquesta la plasticidad sindptica entre
la corteza entorrinal lateral o medial y el giro dentado en funcion del tipo de informaciéon
cortical entrante. Por ejemplo, la transferencia de informacion somatosensorial desde la via
perforante lateral al giro dentado es facilitada por la LTP dependiente del receptor CB1, al
mismo tiempo que la activacion de este receptor en la MPP induce depresion sinaptica. En
principio, esto deberia maximizar el procesamiento y transferencia de la informacion
somatosensorial al giro dentado mientras que la informacion espacial proveniente de la MPP
deberia ser atenuada y en consecuencia transferida de manera menos eficiente al giro
dentado. Un estudio electrofisioldégico que evaliie simultdneamente la activacion de los
receptores CB1 en la MPP y en la LPP sin duda ayudaria a entender como se integran las
respuestas sindpticas de la MPP y la LPP en el giro dentado como consecuencia de las
modificaciones plasticas en estas vias. Adicionalmente, dada la funcion critica del receptor
CBI en diferentes formas de plasticidad, se abre la posibilidad de que la modulacion del
receptor CB1 sea un blanco terapéutico para los déficits cognitivos en una fase prodromica

de la esquizofrenia.
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7.9. Consideraciones y limitaciones del estudio

Nuestro trabajo presenta algunas limitaciones que merecen ser discutidas brevemente. La
primera limitante es que nuestro estudio se enfocd Unicamente en animales macho.
Reconocemos que uno de los desafios en el estudio de la esquizofrenia es determinar las
diferencias sexuales en el comienzo y severidad en las alteraciones neurofisiologicas y
conductuales que son distintivas de la enfermedad. Por ejemplo, uno de los pocos estudios
basados en la hipofuncién de los receptores NMDA (Milenkovic et al., 2014) que ha
investigado la trayectoria en la expresion de los déficits conductuales, muestra que las ratonas
hembras presentan deterioro en la memoria social y de trabajo unicamente en la etapa adulta
(12 semanas de edad), pero no en la etapa juvenil (6 semanas de edad), como si ocurrié en
ratones macho. Estos resultados sugieren que la manifestacion temporal del deterioro
cognitivo al menos en la memoria de trabajo y social difieren entre machos y hembras. Para
estudiar como el bloqueo postnatal temprano de los receptores NMDA afecta la
discriminacion espacial de experiencias similares y la memoria espacial en ratas hembra, se
requiere de un analisis conductual que evaltia el rendimiento de ratas hembra de distintas
edades (por ejemplo, 4, 6, 9 y 12 semanas) para identificar el momento de la emergencia del
deterioro en la discriminacion espacial dependiente del GD y en la memoria espacial. En este
sentido, también es importante determinar si las ratas hembra tratadas postnatalmente con
MK-801, presentan la misma desregulacion sinaptica (por ejemplo: plasticidad sinaptica,

sefalizacion del 2-AG) que las ratas macho en la etapa juvenil.

Finalmente, una consideracion especial en este estudio es que aunque el bloqueo postnatal
de los receptores NMDA en ratas es un modelo que cumple con los criterios de validez
mecanistica y de apariencia (Belzung & Lemoine, 2011) para el estudio de la fisiopatologia
de la esquizofrenia, nuestro enfoque experimental se limita a una intervencion experimental
en una ventana temporal especifica del desarrollo cerebral temprano (primer insulto). Aunque
esta manipulacion experimental es suficiente para reproducir caracteristicas fenotipicas y
neurofisiologicas relevantes de la esquizofrenia en roedores (Jeevakumar et al., 2015;
Kjaerby et al., 2017; Seshadri et al., 2018; Griego et al., 2022), no considera la incidencia de
otros factores adversos (segundos insultos) como el estrés, consumo de substancias de abuso

o los desafios inmunolégicos en la adolescencia (Guerrin et al., 2021) que podrian magnificar
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el fenotipo similar a la esquizofrenia. El progreso en el conocimiento sobre como segundos
insultos afecta al cerebro adolescente con alto riesgo para desarrollar esquizofrenia, sin duda
mejoraran nuestro entendimiento de la neurobiologia de la esquizofrenia y mejoran las bases

tedricas para desarrollar modelos tipo esquizofrenia con validez predictiva.

8. CONCLUSION GENERAL
El bloqueo postnatal temprano de los receptores NMDA altera la transferencia sindptica de
informacion desde la corteza entorrinal hacia el GD desde la etapa juvenil. Estos cambios
impactan a la sinapsis LPP-GD y MPP-GD desregulando la liberacion presinaptica de
neurotransmisores, la induccion de la LTD y de la LTP. Consistente con estos cambios
sinapticos, la memoria y la discriminacion espacial estan deterioradas desde la etapa juvenil
de los animales que fueron tratados postnatalmente con MK-801. Finalmente, dado nuestros
hallazgos conductuales y neurofisioldgicos, la modulacion de la trasmision GABA¢érgica (via
inhibicion de GAT1) o la modulacién del sistema endocannabinoide (via activacion del
receptor CB1 o inhibicion de MAGL) podrian restaurar las funciones sinapticas y las

habilidades cognitivas alteradas de individuos con alto riesgo de desarrollar esquizofrenia.
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9. PERSPECTIVAS
Identificar los componentes celulares y moleculares responsables de la reduccion en la
inhibicion GABA¢érgica, tales como subtipo de interneuronas, subtipo de receptores GABAA

y GABAB, canales i6nicos dependientes de voltaje (ej. canales de K*).

Determinar la expresion funcional del transportador GAT1 en el giro dentado de animales

juveniles con tratamiento postnatal MK-801.

Determinar cémo el tratamiento postnatal con MK-801 modifica la integracion sindptica de
las entradas de la via perforante lateral y medial sobre las células granulares del GD y si la
activacion de los receptores CB1 mejora la fidelidad en la integracion sinaptica y el filtraje

sinaptico dependiente de frecuencia de la via perforante lateral.
Evaluar la discriminacion no espacial en animales tratados postnatalmente con MK-801.

Determinar si la activacion de los receptores CB1 mejora la discriminacion y la memoria

espacial en animales tratados postnatalmente con MK-801.

Evaluar si el incremento de la inhibicion tonica mediante la activaciéon de receptores
extrasinapticos GABAaa5 mejora el funcionamiento cognitivo en animales tratados

postnatalmente con MK-801.
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