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RESUMEN

Un problema fundamental para las neurociencias es e que atafie a la cuestion del
aprendizaje y la memoria. Entre las teorias que tratan de estos procesos cognoscitivos, se
hallala de Hebb, que basicamente concibe la memoria como sustentada por agrupaciones
neuronales que cambian su modalidad funcional y/o estructural por la accion reverberante
de sus conexiones singpticas, esta idea de los ensambles neuronales, como se le
denomina, ha cobrado apoyo empirico por descubrimientos de plasticidad cerebral tales
como la potenciacion alargo plazo.

Uno de los problemas que mas afectan a la sociedad contemporanea son  los
padecimientos neurodegenerativos, en especial la enfermedad de Alzheimer (EA), ya que
imposibilita a los sujetos para aprender y recordar nuevas tareas 0 acontecimientos
sensoriales ademas de que se van perdiendo los que ya se tienen, lo cual, con € tiempo,
conduce a los pacientes a la muerte.

Con € proposito de indagar la causalidad que subyace a estos padecimientos se han
desarrollado modelos animales que reproducen algunas de sus condiciones
fisiopatoldgicas, entre ellas, sobre todo, la neuroinflamacién cronica y los dafios
asociados a estructuras como € hipocampo. Uno de estos modelos recientemente
desarrollado para inducir la neuroinflamacion cronica es el que utiliza la administracion
de lipopolisacéarido (LPS). Este, a su vez, ha sido combinado con un moderno método de
imagenologia denominado, por sus siglas en ingles, catFISH, o andlisis compartamental
de la actividad neuronal temporal basado en hibridacién in situ fluorescente, el cual se
basa en € mapeo de un gen de expresion inmediata inducido conductudmente, Ilamado
Arc. Se sabe que la expresion del gen Arc en e hipocampo esta vinculada con la
actividad de los receptores NMDA y con la formacién del citoesqueleto, 1o que lo
relaciona estrechamente con la plasticidad cerebral. En un proceso de neuroinflamacion
los receptores NMDA se encuentran sobre-activados 'y € gen Arc, por tanto, alterado en
Su expresion.

El presente estudio se dio a la tarea de investigar s la ateracién en la expresion
hipocampa puede ser regtituida a la normalidad gracias a la administracion de un
farmaco antagonista de afinidad moderada no competitivo del receptor NMDA, la
memantina, e cua es utilizado actualmente para tratar la EA.

Los resultados fueron concluyentes en e sentido de que la memantina atempera
significativamente € proceso de neuroinflamacion, ya que disminuye la activacion
microglia que es la principal responsable de la inflamacion del tejido, a la par que
reestablece la expresion del Arc en € hipocampo. Es posible que la memantina logre ta
efecto neuroprotector incidiendo sobre las neuronas, la excitacion a la bga de las
neuronas a su vez repercutiria sobre la glia para detener |a respuesta inflamatoria.

Al reestablecer € didogo normal neurona-glia, alterado por la neuroinflamacién, la
memantina revertiria e circulo vicioso que incrementa la excitacion glutamatérgica y la
consecuente ateracion del Arc. Esto llevaria a la recuperacion de la actividad coordinada
de los circuitos singpticos, |0 que a su ve se traduciria en una produccion eficaz de los
procesos de memoria con la consecuente posibilidad de incorporar nuevos ensambles
neuronales alos ciclos de fase ya existentes.



INTRODUCCION

1. Consideraciones Generales sobre el Funcionamiento Cerebral

Con el enfogue que se desprende de la escuela reflexologica vy
conductista, el sistema nervioso central se concebia como una entidad pasiva
gue solo establecia una respuesta segun la estimulacion que recibia. Toda
espontaneidad o predisposicion que se le pudiera atribuir se consideraba como
una pretension vitalista y por tanto metafisica. Sin embargo, ahora se sabe que
las respuestas de cualquier organismo no se dan por las repercusiones directas
gue causan los estimulos, sino que estan mediadas por la accién de circuitos
neuronales que construyen una percepcion determinada, una constancia
sensorial interna dada por procesos centrales a partir de las condciones de
estimulacion siempre variantes que provienen del entorno. Asi, la codificacién de
la informacién sensorial en el cerebro conforma un mundo perceptivo interior, el
reflejo de la realidad por la cual responde el animal, que es sostenido por redes
complejas de ensambles neuronales, patrones de actividad temporalmente
correlacionados mediante sistemas sinapticos especificos, determinados
probabilisticamente.

Este postulado, que se insinuaba ya con los descubrimientos de la
psicologia de la Gestalt, despunta y es depurado de todo misticismo en los afios
cuarenta gracias a los trabajos de la escuela etologica, asi como con la teoria de
Hebb (1949) respecto a los procesos de aprendizaje dados por la facilitacion y
consolidacion de determinados circuitos nerviosos.

Ambas teorias, la etologia y la teoria neurofisiolégica de Hebb, coinciden
en la perspectiva de que el andlisis de los procesos perceptivos y de la conducta
deben darse en distintos niveles: fisioldgico, conductual y psicolégico, lo cual se
basa en la nocién de que la explicacion en cada nivel deberia de coincidir y
complementarse, puesto que al fin y al cabo se habla del mismo fenémeno, el de

la cuestion material del comportamiento y del pensamiento.



Hebb trata de hacer notar la necesidad fundamental de una teoria
fisiolégica del pensamiento que pueda aplicarse tanto a los animales como al
humano. Reconoce la incidencia de la unidad sensorial primitiva formada por
mecanismos innatos como elemento de la percepcién, poniendo énfasis en el
aprendizaje que interactla con estos mecanismos innatos, lo que permite al
animal otorgarle identidad a las figuras que observa, de acuerdo a la evaluacion
de similitudes y diferencias.

“...l]a identidad es una importante propiedad de la percepcién que es
preciso deslindar cuidadosamente de la unidad... La unidad, una propiedad
inmediata de la dinAmica sensorial, puede estar determinada de forma innata,
mientras que la identidad depende de una experiencia prolongada (Hebb,
1949).”

Su teoria se plantea en medio de una problematica que entiende al
aprendizaje y la memoria bajo la siguiente contradiccion: por un lado se piensa
gue la representacion mnémica es equipotencial, lo que implica que las células
nerviosas y su ubicacion anatomica no son relevantes, sino solo el patron
especifico de ésta actividad (Lashley, 1922). Por lo que la generalizaciéon de las
percepciones es causada por la transferencia de un encendido neuronal
coordinado de una regién neuronal a otra; por otro lado, se considera también
gue la memoria se sostiene mediante una huella que descansa en conexiones
neuronales especificas, en circuitos estructurales rigidos responsables de una u
otra percepcion, lo que también se conoce como localizacionismo.

Hebb resuelve esta problematica proponiendo una especie de punto
medio entre las dos posturas. Retoma las premisas de dichas teorias pero bajo
una conceptualizacion que las entrelaza de un modo novedoso y coherente,
pues a la vez que las distingue las concilia:

“...reconoce una accion de campo limitada en las areas de proyeccion
sensorial y una especie de equipotencialidad restringida entre células que estan
en paralelo funcional en algun sistema fisioldgico... estd hipétesis derivara la
transferencia de respuesta a partir de habitos previamente establecidos y de

conexiones especificas (Hebb, 1949)".



Existen en el tejido nervioso, por tanto, zonas donde la conectividad es
menos modificable, probablemente por que los circuitos neuronales implicados
estan encargados de funciones muy importantes desde el punto de vista de la
supervivencia, y por otro lado, ensambles celulares mas plasticos que cambian
con mayor propension su modalidad funcional o estructural por la accion de la
experiencia. Entre unos y otros existe una graduacion y una coordinacion
constante, siendo asi que el aprendizaje parece ser el reacomodo posible, de
acuerdo a la especie, entre los circuitos innatos, reacomodo que incluye y
excluye nuevas conexiones de acuerdo a la experiencia, al interior de los
subsistemas sensoriales, al de los subsistemas motores y entre ambos.

En este sentido, concibe la posibilidad de un mecanismo dual de huellas o
memorias, unos transitorios que mantienen la vigencia del estimulo por un
periodo de tiempo breve —memoria a corto plazo- gracias a la accion de un
patron de actividad neural casi independiente de cualquier cambio estructural; y
otros mas permanentes causados por cambios estructurales que pueden seguir
a la actividad reverberante inicial consolidando las conexiones entre las células
en que se dio -memoria a largo plazo. De estas nociones surge su postulado
neurofisiol6gico fundamental:

“Cuando el axon de una célula A esté lo bastante cercano a una célula B
como para excitarla y participa repetida y persistentemente en su disparo, tiene
lugar algin proceso de crecimiento o cambio metabdlico en una o ambas
células, de modo que la eficiencia de A, como una de las diversas células que
hace disparar a B, aumenta (Hebb, 1949).”

Con este postulado se pone de manifiesto la manera en que procede el
sistema nervioso central para formar, como un todo organizado, percepciones y
patrones de movimiento. Cuando una sinapsis se activa al mismo tiempo en que
lo hace un determinado circuito neuronal o ensamble de neuronas, ésta pasa a
ser reclutada por aquel, de tal forma que la activacion reiterada consolida su
inclusion en este. Los cambios que ahora conocemos como plasticidad, son el

producto de la retroalimentacion reverberante de un determinado conjunto de



células que fortalece sus sinapsis y las mantiene activadas como un ciclo de
fase, lo cual es el correlato fisioldgico de la formacién de conceptos y memorias.

Este modelo original de los ciclos de fase producidos a partir de la
organizacion de ensambles neuronales, distinguia unos ensambles de otros de
acuerdo al ritmo con el que se activaran las células que las conforman, sin
embargo, esto no permite diferenciar ensambles que estan coactivados ya que
no se puede saber cuales neuronas pertenecen a cada uno. En la actualidad el
concepto de ensamble celular se define por el encendido neuronal
correlacionado temporalmente con los eventos de estimulacién, incluyendo a la
conducta.

De acuerdo a esto, se pueden destacar varias propiedades importantes
de los ensambles neuronales: el traslape implica que una misma neurona puede
participar en multiples ensambles de representaciones diferentes; la escasez de
la respuesta que codifica la informacion, se refiere a que un ensamble de
representacion debe de incluir al menor nimero posible de células para que la
eficiencia mnémica del sistema se optimice; la construccion y reconstruccion
dinamica del ensamble, se refiere a la flexibilidad de las conexiones que
permiten que un ensamble se establezca o se modifique; la propiedad de
persistencia dinamica, que afirma que un ensamble &ndera a persistir en el
tiempo y que por medio de la reactivacion de las conexiones entre sus miembros
pueden cambiar; la propiedad del acompletamiento dinamico, que hace
referencia a que la activacion grande o suficiente de un subgrupo de un
ensamble celular resulta en la activacion del ensamble celular completo
(Sakurai, 1999).

En consecuencia, es preciso generar modelos que tomen en cuenta las
propiedades dinamicas de los sistemas neuronales, las mdltiples entradas por
las que se accede a una informacion determinada y las sutiles variaciones en

sus reacomodos, que producen representaciones de contextos diferentes.



2. Hipocampo; Una Estructura que evidencia ciertas Propiedades

Generales del Aprendizaje.

De acuerdo a lo que hemos explicado acerca de la propuesta de Hebb,
queda claro que los cambios en la comunicacidon sinaptica son de gran
importancia para la formacién de la memoria. Hoy en dia se reconoce que en el
sistema nervioso pueden ocurrir cambios en la comunicacién entre las células y
a esto se le conoce como plasticidad sinaptica.

La plasticidad sinptica es el sustrato que subyace al aprendizaje y la
memoria, procesos que se pueden definir, al nivel del comportamiento, como la
modificacion de la conducta del organismo debido a la experiencia previa.
Durante el aprendizaje se producen cambios en las sinapsis, tanto funcionales
como anatomicos, los cuales modifican su eficiencia y reacomodo como
consecuencia de la estimulacion. En 1970 Bliss y Lomo describieron un
importante ejemplo de plastcidad sinaptica que se conoce como potenciacion a
largo plazo (PLP). En este modelo, un patron de estimulacion de alta frecuencia
de una via modifica la eficacia de las conexiones sindpticas involucradas (ver
Figura I1); dicha potenciacion puede durar un tiempo prolongado (horas, dias e
incluso semanas).

Via de prueba Via de control
Ei ;5 Esomulacidn Esomulacidn
ectrodo = A
extrac elukar u:: Via de prueba
= La
A i)
-
Prueba == -
/| Control _‘:ﬂ at
>
o
Ewm
"{E " " el ™ 1:_. ™ & 3 - " =
Estimulacin de O PC {min)
alz frecuencia

?DD ?

de la reapuesta (o
del cantrol)
sl
=]
=2

Tasa de elevacion

100
-15 ] I5
Tiempo {(min)

&0

Figura I1.- Bliss y Lomo demostraron que la estimulacion de alta frecuencia en la via perforante, que hace
sindpsis con las dendritas de células del giro dentado, produce un subsecuente incremento en la amplitud de sus
potenciales de accion excitatorios postsinapticos que se prolongaba incluso por dias. A este fendmeno se le conace
como Potenciacién a Largo Plazo (PLP) homosinaptico pues corresponde a las mismas células estimuladas.



La propuesta tedrica de Hebb se valido empiricamente, al menos en
algunos de sus aspectos fundamentales, con el descubrimiento de la PLP, asi
como con el descubrimiento de que uno de los cambios que subyace a la
plasticidad es el engrosamiento de los botones sinapticos.

Si bien la PLP es uno de los mas importantes modelos de plasticidad
singptica que explican la formacién de la memoria, sus implicaciones son mas
relevantes cuando se comprenden dentro de la nocién de ensamble. De tal
forma que los cambios estructurales que supone el aprendizaje, tales como el
cambio de eficiencia de la sinapsis por una despolarizaciéon de receptores
neuronales, que faciita el disparo o el engrosamiento de los botones terminales,
asi como el crecimiento o desaparicion de nuevas ramificaciones, deben
entenderse como los procesos concretos que permiten la fragmentacion y el
reclutamiento constante a que se hallan sujetos los ciclos de fase neuronales
(Hebb, 1949).

Asi, el hipocampo es una estructura en la que se han encontrado
neuronas que se comportan de acuerdo a la nocion de ensamble, y cuya funcion
en la consolidacion de eventos recientemente aprendidos se ha puesto en
evidencia desde hace mucho tiempo (Milner, 1966). En lo particular, se reconoce
gue cumple una funcion sobresaliente para la representacion espacial, lo cual se
hizo patente con el descubrimiento de las células de lugar, particularmente en
CAl, aunque después se describieron también en CA3 y en el giro dentado
(GD), entre otras regiones.

Las células de lugar muestran un incremento en la frecuencia de disparo
cuando el animal se localiza en un lugar particular durante la exploracion de un
ambiente (O’keefe y Dostrovsky, 1971). El area sobre la cual las células
responden se denomina su campo receptivo espacial. Por tanto, estas células se
caracterizan electrofisiolégicamente porque su disparo se halla relacionado con
un lugar especifico. Se localizan células de lugar que responden a una esquina
del ambiente de exploracion, otras a una pared y otras en el centro, etc. (Ver
Figura 12), de tal manera que cuando se registran grupos de células se observa

gue muchas presentan un campo receptivo espacial en un ambiente



determinado. El descubrimiento de las células de lugar sustenta la nocion de la
generacion de mapas cognoscitivos propuesta por Tolman (1948) y fue utilizado
por Nadel (1978) para proponer la teoria del hipocampo como un generador de

una representacion holistica del entorno espacial.

Figura 12.- Cada cuadricula representa el ambiente de exploracion, el color que predomina en cada uno
representa el registro de la activacion de una célula de lugar, del color rojo, como la mayor intensidad de disparo, hasta el

azul oscuro, como la menor intensidad de disparo. Se puede observar que algunas neuronas responden a todo el
ambiente de exploracion mientras que otras solo a una parte de este, a una esquina, al centro, a la zona inferior, etc.

Si sometemos a un animal dos veces a la misma condicion de exploracion
espacial, el mismo patron de actividad en las mismas células se repite, a esto se
le conoce como estabilidad de las células de lugar. Por el contrario, si el lugar
cambia, el patron de respuesta de dichas células también lo hace, a esto se le
conoce como remapeo Jeffery y Hayman, 2004). En la estabilidad el grupo de
células que respondié originalmente al ambiente tiende a hacerlo nhuevamente
en el mismo ambiente con alta probabilidad, mientras que en el re-mapeo un
grupo diferente de células se selecciona por medio de un reemplazo aleatorio de
la entidad (Marr, 1971). Lo anterior constituye el sustrato de las distintas
percepciones que el animal utiliza para comportarse; cada codigo representado
por un patron determinado de actividad celular corresponde a una episodio
mnémico diferente.

De esta manera, la formacién hipocampal participa para la articulacion de

una representacion interna abstracta del contexto en que se encuentra el



individuo, tal codificacion espacial, de caracter bidimensional, funciona como la
referencia general interna que permite al animal organizar su conducta de
navegacion, por la que el individuo puede guiar sus movimientos sin la
necesidad de otras marcas del ambiente (McNaugthon et al., 1996).

Por otro lado, las investigaciones actuales han puesto de manifiesto que
el giro dentado, una de las regiones que conforman el hipocampo y la Unica que
cuenta con células granulares, muestra también actividad de células de lugar
(Jung y McNaughton, 1993; Gothard et al.,, 2001). El giro dentado lleva acabo
una funcién indispensable en la formacion de la memoria espacial, y se
considera que la funcion principal es ortogonalizar las entradas de informacion
sensorial para crear un sistema de representacion espacial (Kesner et al., 2004).

De esta manera, el GD junto con la region de CA3 del hipoc ampo llevan a
cabo la distincion de patrones espaciales, lo que permite procesos como la
discriminacion y el reconocimiento de lo familiar. La region de CA3 esta
involucrada en la asociacién, separaciébn y completamiento de patrones
(discriminacion y generalizacion), deteccion de novedad y memoria a corto
plazo. La region de CAL es la Unica subregién del hipocampo que proyecta vias
eferentes a la corteza, esta involucrada en asociacion temporal, completamiento
de patrones y memoria a mediano plazo (Kesner, et al., 2004).

Asi, por ejemplo, cuando se introduce un roedor en un determinado
entorno, muy pocas de las células granulares (aprox. 2%) del giro dentado
responden como células de lugar. Esto contrasta con la respuesta que presentan
células piramidales en regiones como CAl y CA3, en donde la proporcién de
células que responden es de ~40% y ~20% respectivamente [eutgeb et al.,
2004). Estos datos muestran una activacion diferencial de las subregiones de
esta estructura, las cuales presumiblemente reflejan un papel distintivo en las
capacidades mnémicas de cada una. Existe, de esta forma, una perdida
progresiva de la selectividad espacial y de escasez en el encendido de la
poblacion de neuronas, si se va de CA3 a CA1 y de CA1l al subiculum y a la
corteza entorrinal. Esto muestra que la forma de codificacién del entorno es

tanto mas eficaz por cuanto involucra a un escaso nimero de neuronas, ya que



mientras mas pequefio sea el ensamble que procesa la informacion de una
situacion espacial total, menos traslape tiene con otros ensambles que
almacenan otras informaciones, lo que hace que la capacidad mnémica del giro
dentado sea mas alta y mas precisa (Sakurai, 1999; Chawla et al., 2005).

Sin embargo, la cuestién es compleja, puesto que se sabe que las células
granulares del hipocampo son necesarias para un eficaz establecimiento de
memorias espaciales, pero no para la activacion de células de lugar en CAl y
CA3 (Mcnaugthon, 1989). Esto significa que sin el giro dentado no se pueden
reconocer condiciones contextos espaciales como novedosas o familiares, dado
qgue no se cuenta con la informacion mnémica al respecto, no obstante, esto no
implica que la respuesta espacial inmediata de orientacion se vea afectada
después de la destruccion del giro dentado; lo cual indica que existe una cierta
autonomia entre los procesos de orientacion y aprendizaje.

Como se observa, el hipocampo contiene distintas poblaciones
neuronales organizadas dentro de subregiones anatdmicas especificas. Cada
subregion hipocampal expresa un unico perfil molecular que es el responsable
de las diferencias, en cuanto la vulnerabilidad se refiere, en las disfunciones de
los mecanismos de memoria (Small et al., 2004). Esto significa que existe un
namero de diferencias en relacion a la cantidad y la estructura celular,
responsividad funcional y en la conectividad cortical y subcortical entre las areas
de la formacion hipocampica, que ponen al tanto las dificultades de discernir el
papel que tiene cada una de sus regiones para el almacenaje de los recuerdos
espaciales.

De igual manera, el problema de cual subregién hipocampal es mas
propensa a deteriorase con el avance en el ciclo vital, aun permanece poco
clara. Aungue numerosos estudios sugieren alguna perdida celular con la edad,
comparada con la neurodegeneracion, el envejecimiento se caracteriza por una
relativa ausencia de una franca muerte celular y por marcas definitivas de un
caracter histopatologico (Gallagher et al., 1997). Esta caracteristica fisioldgica
del envejecimiento cuenta, en gran medida, para la dificultad de identificar

cuales son las partes de la formacion hipocampal mas sensibles al proceso de

10



envejecimiento. No basta con cuantificar la disfuncion sinaptica en el tejido
postmorten, puesto que toda la formacion hipocampal esta interconectada (ver
Figura 13) la disfuncién en una subregién afecta a las propiedades fisioldgicas de
las otras subregiones, por lo que el circuito como un todo también se ve afectado
por medio de mecanismos trans-sinapticos (Barnes, 1994).

Figura 13.- La informacién fluye hacia y a lo largo del hipocampo por medio de tres vias principales que estan
indicadas en la imagen ampliada que se vea la izquierda de la figura: 1, la via perforante que circula desde la corteza
entorrinal a las células granulares del giro dentado. 2, la via de las fibras musgosas que va desde las células granulares

del giro dentado a las piramidales de la region CA3 del hipocampo. 3, la via colateral de Schaffer que proyecta desde las
células de la regién CA3 a las de la region CAL.

Por ello, evaluar la funcion integral de cada subregion hipocampal
individualmente asi como simultdneamente en sujetos vivos, €S una
aproximacion efectiva para discernir el primer sitio donde se da la disfuncion del
hipocampo relacionada con la edad. Esto se ha hecho utilizando métodos que
combinan técnicas de imagen que evallan diferentes correlatos del
funcionamiento neuronal en distintas especies: imagenes de resonancia
magnética para mapear el volumen sanguineo cerebral, correlato del
metabolismo basal, e hibridacion in situ para mapear la expresion de Arc
(técnica que explicaremos mas adelante) en las subregiones hipocampicas.

1



3. Medicién de la Respuesta Hipocampal por medio de la Deteccion de

Genes de Expresion Temprana

Una de las formas de estudiar las células de lugar es por medio de la
deteccion de genes de expresion temprana inducidos por actividad celular, lo
gue nos permite tener una resolucién anatomica precisa. Asi, se ha desarrollado
un moderno método de imagenologia denominado por sus siglas en ingles
catFISH, o analisis compartamental de la actividad neuronal temporal basado en
hibridacién in situ fluorescente, con el que se puede identificar las unidades
celulares que responden ante una estimulacion conductual. Este método se
basa en la estrategia de identificar neuronas que expresan genes inducidos por
actividad que se translocan rapidamente al citoplasma, de tal manera que se
pueden localizar células activadas por al menos dos diferentes eventos
conductuales con una muy buena resolucion celular, junto con una discreta
resolucion temporal en el orden de minutos. La identificacion del gen de
expresion inmediata Arc o Arg3.1 (Lyford et al., 1995; Link et al., 1995) permitio
el desarrollo de catFISH (Guzowski et al., 1999).

Lo importante para esta técnica de imagenologia es que Arc se expresa
solo a consecuencia de una fuerte actividad celular, semejante a la que se
genera durante la exploracién espacial cuando las células muestran campos
receptivos espaciales. Arc se transloca rapidamente al citoplasma (20 minutos
después de su expresion inicial) y deja de detectarse minutos después. A
consecuencia de estimulacion maxima como choques electroconvulsivos se
puede observar la expresion de Arc en practicamente todas las regiones
cerebrales, lo que en principio sugiere que se puede realizar un mapeo de la
actividad neuronal de todo el encéfalo con el uso de este método. La deteccion
del ARNm de Arc, con hibridacion in situ fluorescente, permite localizar Arc tanto
en el nacleo como en el citoplasma de la célula dependiendo del momento en el
gue se indujo su expresion: esto es, de 2 a 5 minutos después de ser inducida la
expresion de Arc, podemos identificar su ARNm en el nacleo como dos focos de

expresion que representan a cada uno de los halelos del gen (Ver Figura 14).



Figura 14 .- La tincién azul marca los nucleos celulares, la tincién roja la expresion de Arc. En el recuadro “a” se

muestra los dos halelos del gen, es decir, Arc nuclear; en el recuadro “b” la tincién rodea el nicleo de la neurona por lo
que se considera Arc citoplasmatico; en el “c” se observa tincién tanto afuera como adentro, es Arc de ambos tipos; en el

recuadro “d”, por Ultimo, es tincién de Arc nuclear y la tincion verde es el gen de expresion inmediata Homer 1a.

El ARNm de Arc se mueve rapidamente al citoplasma y se puede localizar
claramente alrededor del nucleo 30min después de su induccién. Estas
caracteristicas permiten identificar grupos de células activadas por un evento
inmediato (cuando Arc se localiza en el nucleo) y células activadas por un
evento que ocurrid 30min antes (cuando Arc se localiza en el citoplasma). Las
células que presentan Arc tanto en el nlcleo como en el citoplasma habran sido
activadas por ambos eventos. El método de catFISH utiliza microscopia confocal
para la obtencion de las imagenes, de tal forma que el analisis se realiza en
apilados de imagenes que permiten una visualizaciéon en 3D de los grupos de
células de interés. Esto permite realizar una cuantificacion precisa de las células
que expresan los genes minimizando errores o poblemas estereoldgicos. Asi,
es posible identificar grupos de células que responden a uno de dos eventos
conductuales separados por un periodo de tiempo de ~30 min.

La importancia de estudiar la expresion de Arc es que parece ser un
eslabon fundamental involucrado en el establecimiento de ensambles de
representacion espacial, ya que es un gen efector de expresion inmediata que

se induce por actividad eléctrica en células neuronales. El ARNm de Arc tiene la
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peculiar caracteristica de que viaja a las regiones activas de las dendritas en
donde puede ser traducido localmente (Steward y Worley, 2001). La secuencia
de Arc presenta una alta homologia con espectrina y co-precipita con Factina
(Lyford et al., 1995), estas son importantes proteinas del cité-esqueleto. En
células de neuroblastoma Arc induce el crecimiento de neuritas cuando
interactia con CAMKII (Donai et al., 2003).

La transcripcion del ARNm de Arc se induce por la activacion del receptor
NMDA (Steward y Worley, 2001) siguiendo la entrada de los iones de calcio y la
activacion de AMPc (Waltereit et al., 2001). Tras una experiencia conductual, se
activa la expresion del ARNm de Arc y este se traduce fielmente a proteina en
ensambles neuronales del hipocampo y la corteza parietal (Ramirez-Amaya et
al., 2005). Por ello, es de suma importancia para la consolidacion de memorias
espaciales y para el establecimiento de plasticidad sinaptica como el PLP. El
escalamiento sinptico es importante para mantener los cambios plasticos en la
eficiencia sinaptica a largo plazo. Todo esto apunta a que Arc cumple una
relevante funcién plastica, lo que se ha hecho evidente mediante el uso de oligos
antisentido administrados directamente en el hipocampo, que al inhibir la
traduccion del ARNm de Arc a proteina impiden el mantenimiento de la PLPy
afectan la consolidacion de memorias espaciales (Guzowski et al., 2000).

En correspondencia con esto, cuando la actividad de Arc es
selectivamente bloqueada en el hipocampo, la potenciacion a largo plazo decae
mas rapidamente con los dias, ademas de que se da una retencion conductual
reducida de la locacion de la plataforma escondida en la prueba de nado de
Morris (Guzowski et al., 2000; Bramham y Messaoudi, 2005). Esta ultima tarea
conductual consiste en introducir a un animal en un tanque lleno de agua, de tal
forma que el individuo realiza una serie de movimientos, al principio al azar, por
toda la superficie hasta que logra encontrar una plataforma que le permite
mantenerse por encima del agua. Esto, en la medida en que la rata es un animal
terrestre e instintivamente le tiene aversion al agua, funciona como reforzador
negativo que disminuye progresivamente el tiempo de llegada. Esta tarea es (util,

entre otras cosas, porque se puede ir variando la posicion de la plataforma y
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registrar los cambios en el tiempo de llegada, lo cual es un indice del
aprendizaje subyacente y, por tanto, de la formacion de un mapa cognoscitivo
gue el animal utiliza para adaptarse.

Un importante dato es que la misma proporcion de células que presentan
actividad electrofisiolégica de células de lugar en un ambiente determinado,
expresa Arc en las mismas condiciones conductuales. Estos es, 40% de las
células en CAl, 20% en CA3, 2% en el giro dentadoy 50% en la corteza parietal
expresa Arc a consecuencia de la exploraciéon (Vazdarjanova et al., 2002;
Ramirez -Amaya et al., 2005) y es esta la misma proporcion de células que en
dichas regiones presenta campos receptivos espaciales en las mismas
condiciones conductuales; la deteccion de Arc, asi, es congruente con estudios
electrofisiologicos y permite identificar las células plasticas relacionados a la
conducta espacial.

Si se somete a un animal dos veces a un mismo ambiente espacial, ese
40% de células en CA1 que presentaron respuestas especificas a un lugar en el
espacio, respondera de manera semejante en ambas ocasiones. A esto se le
llama estabilidad de las células de lugar o estabilidad del mapa cognoscitivo. Si
por el contrario se somete a los animales a dos ambientes distintos, se
observara que un grupo independiente de células de lugar respondera ante el
segundo ambiente, y las células que respondieron al primer ambiente
responderan de manera diferente (con otro campo receptivo espacial) o bien no
responderan ante el segundo ambiente (ver Figura 15). A esto se le conoce como
re-mapeo (“re-mapping”) o re-estructuracion del mapa (Jeffery y Hayman, 2004).

Este método nos permite identificar grupos de células que se activan ante
uno u otro evento de exploracion, o bien ante ambos. Esto permite evaluar la
estabilidad de la red neuronal cuando se trata de dos eventos semejantes, en
donde se espera que el mismo conjunto de células se activen; se puede medir el
grado con el que un conjunto de células es capaz de discriminar dos eventos

diferentes (Vazdarjanova y Guz owski, 2004), o el mismo.
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Figura I5.- La parte de arriba muestra que cuando animal es introducido a dos ambientes diferentes dos grupos
distintos de neuronas responden, lo que se observa por la pequefia cantidad de células expresando tanto Arc nuclear y
citoplasmatico —lo cual es un correlato representativo de los elementos espaciales comunes a los dos ambientes -
comparada con la mayor cantidad de neuronas expresando cada uno de estos por separado —lo cual es correlato
representativo de los elementos disimiles de los ambientes-. En la parte de abajo sucede de lo contrario y la forma en

que las células expresan Arc es, en consecuencia, la inversa.

Ahora bien, la activacién del Arc en los cuernos de Ammon y la corteza
parietal se manifiesta en ondas temporales de expresion, una primera dada
entre los 30min a 2hrs después de la exploracién espacial y otra onda de las 8 a
las 24hrs posteriores (Ramirez-Amaya et al., 2005). Esta segunda onda no
implica todo el ensamble neuronal activado inicialmente, ya que solo se da en un
subgrupo de este, lo cual puede ser explicado con la hipétesis de que un grupo
de neuronas es el que codifica la experiencia espacial, pero solo un subgrupo de
estas neuronas puede funcionar para elicitar los patrones de actividad
necesarios para recordar dicha experiencia. Asi mismo, puede que la
reactivacion de Arc en la segunda ola solo se de en el subgrupo de células del
ensamble inicial que requieran mayores cambios para procesar la nueva
experiencia adquirida. En todo caso, es patente que Arc puede funcionar como
una marca anatomica de la actividad sinaptica que subyace a la consolidacion
de la memoria (Ramirez-Amaya et al., 2005).
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4. Demencia Senil y Alzheimer

Uno de los mayores problemas que deshabilitan personas en el mundo
entero, fisica y laboralmente, es la demencia. La enfermedad de Alzheimer (EA),
gue es una de las principales causas que conllevan a la demencia, ocupa el
cuarto lugar de muerte en EUA (Lipton, 2006). Por esto es de gran relevancia
aportar evidencia que esclarezca la patogénesis de esta enfermedad, y con
mayor razon si se toma en cuenta que esta enfoca sus disfunciones sobre los
procesos de aprendizaje y memoria; En consecuencia, elucidar los mecanismos
patoldgicos de esta enfermedad contribuira, sin duda, a la comprension de los
mecanismos saludables que rigen dichos procesos cognoscitivos

Aunque histéricamente se habia pensado que una perdida masiva de
neuronas y un deterioro en la arborizacidon dendritica eran los factores
principales en la etiologia del decline de las funciones cognoscitivas asociadas al
envejecimiento, ahora se sabe que los cambios que ocurren durante el
envejecimiento normal son mas sutiles y selectivos de lo que antes se creia. De
hecho, parece ser que en general los mayores dafos conductuales asociados
con la edad resultan de cambios especificos a la region en la morfologia
dendritica, conectividad celular, desregulacion de calcio, expresion de genes u
otros factores que afectan la plasticidad y posteriormente alteran la dinamica de
las redes de los ensambles neuronales que soportan a la cognicidbn (Barnes y
Burke, 2006). Una perspectiva comparada que indague los cambios acaecidos
en el cerebro envejecido normalmente y el cerebro dafiado por alguna
enfermedad neurodegenerativa, puede aportar pistas para elucidar los procesos
gue deterioran el aprendizaje y la memoria.

Existen diversas condiciones que predisponen a contraer el Alzheimer,
entre estos destaca la edad avanzada como el mayor factor de riesgo,
sefialdndose ademas otros que involucran desde los genéticos hasta los
sociales. La mayor parte de estudios sobre la prevalecia de la demencia
no muestran diferencias de acuerdo al sexo. Sin embargo, se sefiala que

en los paises desarrollados parece ser mas frecuente la EA en mujeres,
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en comparacion a los varones. Segun Cummings (2003), el riesgo de
afectarse la mujer en relacion al varén va de 1.2:1 a 1.5:1.

De igual forma, se ha logrado determinar la importancia del nivel
educativo y del ejercicio intelectual en el deterioro cognitivo. La
asociacion con demencia puede explicarse por el concepto de “reserva
neurolégica”. Se estima que aquellos que han tenido mayor nivel
educativo, han tenido oportunidad de desarrollar mayor numero de
sinapsis, por lo que los sintomas aparecerian mas tarde, ofreciendo la
reserva neuroldégica mayor resistencia para iniciar la enfermedad vy
controlar la progresiéon de la misma. Algunos estudios han encontrado en
una muestra de 5 500 personas, que en 27% de ellas que no tuvieron una
educacion formal la preevalencia de demencia fue el doble, comparada
con aquellas que por lo menos habian logrado algun nivel de educacion
secundaria (EURODEM 1999).

Diversas investigaciones, incluyendo las del EURODEM (1999),
ubican a los traumatismos craneoencefalicos como factor de riesgo para
EA, particularmente en aquellas personas con predisposicién genética. En
los cerebros de boxeadores con demencia pugilistica se han encontrado
caracteristicas similares, a las observadas en los cerebros de pacientes
con enfermedad de Alzheimer. Con base en estos estudios, se ha descrito
gue la presencia de uno o mas familiares con demencia constituye un riesgo
para la EA, encontrdndose en general 10 y 15% de antecedentes familiares de
dementes tipo Alzheimer entre los pacientes con esta enfermedad.

Dada la complejidad en sus causas aun permanece desconocida la
etiologia de esta enfermedad, pero es probable que la patologia ocurra tiempo
antes de su expresion clinica, habiendo variacién individual en la intensidad de
los sintomas y momento de presentacion; Lo que si es claro es que este
padecimiento representa un fenébmeno de muerte neuronal precoz que cursa con
diversas alteraciones, anatomopatolégicas y neuroquimicas.

Durante el envejecimiento cerebral se generan cambios en diversas areas

cerebrales, incluyendo la formacion hipocampal. Esto explicaria por qué algunos
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adultos mayores, sin ser portadores de la EA, tendrian cambios en dicha region
y problemas de memoria. El hipocampo es una de las primeras estructuras que
se alteran con la EA, lo que explica el porque las deficiencias en la memoria son
los primeros signos que generalmente aparecen. Ahora bien, la afectacion a
dicha estructura no ocurre de manera homogénea, algunos estudios sugieren
gue los portadores de lesiones selectivas del subiculo y no de la zona entorrinal
probablemente no progresen a la EA (Scheff y Price, 2003). En este sentido,
aungue esta enfermedad afecta principalmente el funcionamiento de la corteza y
el hipocampo, son particularmente las células granulares del giro dentado las
gque mas resultan dafiadas por el avance de la patologia. Asi, se han
demostrado significativas pérdidas de conectividad sinaptica en muchas
regiones del hipocampo y de la neocorteza; la correlacién entre el progresivo
deterioro cognoscitivo y una pobre densidad sinaptica es claramente manifiesta
(Scheffy Price 2003).

A nivel histopatoldgico, el padecimiento se caracteriza por una presencia
incrementada de marafias u ovillos neurofibrilares conocidos también como
tangles, (ver Figura 16b) se deben a la alteracion de proteinas citoestructurales
neuronales (tubulos y filamentos) de proteinas [t] y MAP2 (microtubulos
asociados a proteinas) que se fosforilan anormalmente. Esta alteracion de
ensamblaje y desensamblaje anormal de microtibulos altera el transporte
intracelular y ocasiona muerte celular. Inicialmente estan presentes en la corteza
transentorrinal y luego en otras zonas, especialmente en hipocampo, también en
el subiculum y la corteza en general. También se encuentra la presencia de
placas seniles (ver Figura 16a), miden 20 a 10 [u]Jm y contienen proteina B
amiloide. Pueden ser primitivas, difusas y las clasicas son las neuriticas. Estas
Ultimas caracteristicamente contienen: al centro proteina [b] amiloide,
relacionada a la produccion de angiopatia amiloidea y en la periferia esta
constituida por astrocitos reactivos, microglias, neuritas distréficas, componente
inflamatorio y apolipoproteina E. La mayor densidad de placas neuriticas se
observa en los I6bulos temporal y occipital Braak y Braak, 1991).
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Figura 16.- Estructuras an6malas de la demencia
de Alzheimer.

(6a) Placa amiloide de forma redondeada en el
hipocampo (region cerebral vinculada a la memoria) de
un paciente con Alzheimer. Las placas contienen
proteina amiloide (anormal) y acetilcolinesterasa. Las
estructuras oscuras y triangulares son neuronas en
degeneracion, conteniendo ovillos neurofibrilares.

(6b) Ovillo neurdfibrilar, tipico del Alzheimer, en el
interior de wuna neurona. Aparece como una
acumulacion de filamentos en el citoplasma. Resulta
de una desorganizacion del esqueleto celular por
presencia de proteinas anormales.

No obstante, numerosos estudios neuropatolégicos han documentado la
presencia de placas seniles y marafias neurofibrilares en individuos ancianos no
demenciados, en densidades aproximadas a las que se han encontrado en
individuos dementes (Goldman et al., 2001). Mientras estos hechos reflejan que
los cambios neurolégicos que acomparfian la enfermedad en realidad pueden ser
caracteristicas propias del envejecimiento del cerebro normal, algunos ancianos
se han diagnosticado como preclinicamente enfermos de Alzheimer, por lo que
el énfasis recae aqui en la potencialidad de que estos individuos generen
eventualmente la enfermedad, a través del progreso en las condiciones
fisiologicas del proceso de envejecimiento (Guillozet et al., 2003).

Lo mismo sucede con individuos que muestran problemas cognoscitivos
gque no son tipicos del envejecimiento normal, y aunque no son aun
diagnosticados como demenciados se les sitia dentro de una zona transitoria
entre la demencia y la vejez normal, lo cual se ha denominado dafio cognoscitivo
suave (Petersen, 1999). Lo que se hace manifiesto con esto, es que los estados
cerebrales morbidos que atafien a la eficiencia del aprendizaje y la memoria no
pueden ser destacados como entidades tajantemente distinguidas de los
procesos fisiolégicos sanos, por el contrario existen elementos similares entre
los cambios de un envejecimiento neuronal sano y uno enfermo, habiendo por

tanto una serie de matices en cuanto al grado de rendimiento cognoscitivo.



La identificacion de determinadas caracteristicas que se manifiestan
claramente en procesos patoldgicos neuronales, puede resultar pistas claves
para la distincién entre un proceso de envejecimiento normal y uno anormal. Uno
de estos factores comunes en la patogénesis de muchas enfermedades del
sistema nerviosos central, es la inflamacion atipica que ocurre en ausencia de
infiltracion de leucocitos, ésta es una reaccion que se presenta en padecimientos
neurodegenerativos tales como el Alzheimer, el Parkinson y la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (Perry et al., 2002).

La convergencia de lineas de investigacibn respecto a estas
enfermedades neurodegenerativas revel6 la evidencia que muestra la
agregacion de la produccion de oxido. Esto es congruente con el conocimiento
gue se tiene y sugiere que la causa directa de la inflamacién constituye la accion
de los residentes locales adyacentes al tejido neuronal, esto es, las células
gliales, en especial la microglia. Estas células, ademas de fungir como
macrofagos del sistema nervioso central, producen antigenos junto con la
manifestacion de sefales estimuladoras que despliegan una asistencia
inmunitaria adaptativa. Las tareas que realizan son indispensables para el
funcionamiento y desarrollo propio del sistema nervioso central, empero la
examinacion histolégica en escenarios neuropatoldgicos revela que la activacion
microglial demuestra tener un profundo potencial neurotoxico. Tal activacién se
mostré6 contribuyendo, agravando, o0 simplemente iniciando procesos
destructivos (Rossum y Hanisch, 2004).

Una mayor comprension de los procesos neurobiolégicos que estan
detrds de la neurodegeneracion propia de este tipo de enfermedades llevara al
desarrollo de farmacoterapias neuroprotéctoras eficaces y, reciprocamente,
estas terapias aportaran evidencia de las causas que contribuyen a la patologia
neurodegenerativa. De acuerdo con esta aproximacion, varios estudios han
confirmado el papel de la neuroinflamacion en la patogénesis de la EA gracias al
hecho de que la terapia anti-inflamatoria crénica, con medicamentos como los
ibuprofenos y otros anti-inflamatorios, puede proveer neuroproteccion para los

procesos neuronales que propician tal padecimiento (Aisen y Davis, 1994).
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5. La Neuroinflamacioén

Dado que la neuroinflamacion cronica contribuye a los problemas
neurolégicos a largo plazo que ocurren en las funciones cerebrales superiores
afectadas por enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer (Akiyama
et al., 2000) y que durante las etapas tempranas de estas enfermedad el grado
mas grande de neuroinflamacion se encuentra en regiones nvolucradas en el
aprendizaje y la memoria (Cagnin et al., 2001), es de bastante provecho indagar
la naturaleza de esta reaccion inflamatoria.

La inflamacion central cronica que sigue a una afeccion cerebral
traumatica puede producir distrofia argirofilica en células dentro de regiones del
hipocampo como el giro dentado, CA3, CA1l, asi como en la amigdala, la corteza
entorrinal y piriforme (Colicos et al., 1996). Se cree que son estas regiones del
I6bulo temporal las que estan asociadas con la astrogliosis extensiva, la
activacion microglial en niveles potencialmente citotoxicos de IL-18 y la
manifestacion de células moribundas argirofilicas. La perdida consecuente de
células hipocampicas puede dafar la memoria espacial en una variedad de
tareas.

Consistente con esto, es el reporte de que la administracion unilateral
cronica de IL-2 por 14 dias dentro del ventriculo lateral produce un dafio
transitorio de la ejecucion en el laberinto de agua de Morris, alteraciones en los
receptores a la acetilcolina y a la dopamina en la corteza y en la region
hipocampal de CA1, gliosis reactiva, demielinacién periventricular ipsilateral a la
infusion y una perdida neuronal modesta en la corteza parietal y el area septal
(Hanisch et al., 1995).

La vulnerabilidad selectiva que parecen manifestar las estructuras del
I6bulo temporal y la amplia respuesta inflamatoria dentro de la region del cerebro
anterior, podria explicar como estas regiones muestran extensos cambios
patologicos, en los que se incluyen pérdida celular, incremento de placas y
formacion de marafias proteinicas, tales como los que se dan en pacientes con
Alzheimer (Price y Morris, 2004).



Esta enfermedad esta asociada con un incremento en los niveles de la
interleucina Z%alfa (IL-1a), una citocina inflamatoria del cerebro (Griffin et al.,
1998). La elevacion de esta citocina puede subyacer y a la vez deberse a la
extension de la astrogliosis caracteristica de dicho padecimiento. Asi mismo, la
IL-1a puede inducir la expresion del precursor del gen de la B-amiloide, asi como
la expresion de la S100B y la apolipoproteina E (ApoE) en astrocitos. Las placas
neuriticas contienen tanto R-amiloide como células microgliales reactivas que
sobre-expres an citocinas proinflamatorias, incluyendo la IL-1a y el factor alfa de
necrosis tumorosa (FNTa) (Mrack et al., 2005).

En un cerebro saludable, la microglia se presenta en un estado regulado
comparado con el que se da en otros tejidos macrofagos, empero, una sultil
alteracion microambiental puede inducir en estas células una rapida reactivacion
(ver Figura 17) la cual hace que adquieran cambios morfolégicos asi como un
orden de funciones incluyendo la fagocitosis y la secrecion de mediadores
inflamatorios (Perry, 2004). Cuando existen amenazas contra el SNC la
respuesta microglial juega un papel fundamental en la defensa de Ila
homeostasis necesaria para las funciones de las neuronas, sin embargo, este
mecanismo que en principio es benéfico para el organismo, si alcanza un punto
critico, puede degenerar en una condicidon contraproducente vinculada con una
excitacion crénica perjudicial.

La habilidad de la microglia para prevenir un peor dafio neuronal es
altamente dependiente de una intercomunicacion y un determinado balance
entre las microglias y las neuronas. En un estado saludable las neuronas
participan en el control de la amplitud y duracién de la activacibn microglial
(Polazzi et al., 2002), el dafio relacionado con el envejecimiento en las funciones
neuronales es probablemente porque las neuronas, en el cerebro envejecido, en
lugar de detener tal actividad microglial contribuyen a su activacion.

Una evidencia congruente con esto, es que la adicion de células
neuronales en procesos de apoptosis en un cultivo de microglia, decrementa la
secrecion de citocinas proinflamatorias y promueve la liberacion de otras

moléculas, tales como el factor de crecimiento nervioso, sugiriendo que la



fagocitosis de neuronas apoptoéticas estimula especificamente, en una respuesta
que involucra a las neuronas, a células microgliales para adquirir un fenotipo
anti-inflamatorio (De Simone et al., 2003).

Esto indica que la activacion microglial se puede dar en un estado que
coadyuva a la neuroinflamacion o puede darse, al contrario, con un caracter anti-

inflamatorio, segun los diversos factores nerviosos que estén incidiendo.

Figura I7.- Imagenes de células microgliales activadas MHC Il (se observa en verde la deteccion de la OX-6,)
en el giro dentado, tomadas con microscopia confocal. En el recuadro (A) se observan tejidos de ratas tratadas con fluido
cerebroespinal artificial (FCEa), muestran una muy escasa actividad glial esparcida por todo el cerebro. La administracion
crénica de lipopolisacéarido (LPS) dentro del cuarto ventriculo produce una activacién alta de la microglia a lo largo del
hipocampo (B). La amplitud alta de la activacién microglial (C, D) mostr6 una tupida morfologia caracteristica, con un
incremento en el tamafio de los cuerpos celulares, los cuales se observaban contraidos y con procesos de ramificacion.
El nicleo de las células se distingue en rojo y fue tenido con ToPro3 (Molecular Probes) Escala de las barras: (A-B) 100
um; (C) 25 um; (D) 2.5 pm.

Se ha observado que una activacién de la microglia con un perfil anti-
inflamatorio, se puede tornar en un estado agresivo de proinflamacion celular
cuando en ratones con enfermedad de prion se pone a prueba una dosis de LPS
para imitar una infeccién sistematica (Combrinck et al., 2002). Una inflamacién

de este tipo, por lo tanto, puede desencadenar funciones proinflamatorias por
parte de las microglias activadas, lo cual sienta una base para los procesos
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neurodegenerativos. Acorde con esta hipotesis, el incremento en los niveles de
moléculas proinflamatorias en cerebros de personas afectadas por la
enfermedad de Alzheimer puede estar relacionado con infecciones sistematicas,
lo cual frecuentemente ocurre en estos pacientes, contribuyendo asi al progreso
de esta enfermedad (Perry, VH. 2004).

La ausencia de inflamacién o la desinflamacién de un tejido es, por tanto,
la consecuencia de un proceso complejo que incluye productos genéticos,
liberacion de factores estimuladores y de respuestas que estos generan sobre
receptores especificos, suprimiendo o promoviendo reacciones con el objeto de
mantener un estado necesario para la supervivencia del organismo. El sistema
nervioso mantiene un alto control sobre la inflamacion periférica por medio del
sistema nervioso vegetativo. Las condiciones inflamatorias activan vias
sensoriales que conducen informacion hacia el hipotdlamo; los estimulos
inflamatorios, en condiciones cerebrales saludables, generan un reflejo y activan
una respuesta anti-inflamatoria.

A pesar de los crecientes avances en la comprension de las
enfermedades neurodegenerativas, continua el debate acerca del rol que juega
la inflamacion en estas. Algunas hipotesis han propuesto que la deposicidon
extracelular de R-amiloide y su agregacion dentro de la fibrillas puede ser un
evento primario en la patogénesis de la EA (Hardy y Higgins, 1992). La
presencia de las fibrillas de (Familoide puede causar reactividad microglial para
la liberacion de radicales superoxidativos téxicos, como una cantidad de
citocinas citotéxicas y varios componentes de las placas seniles tales como la
ApoE y la S100B. Asi mismo, la elevacion cronica de la interleucina 1 (IL-1)
puede conducir a una cascada autopropagatoria de eventos celulares a través
del cerebro que, junto con un proceso de inflamacion crénica, son capaces para
producir la deposicion de R-amiloide, la formacion de placas y la muerte regional
neuronal (Mrack et al., 1995).

A partir de lo anterior, es claro que existe una intima relacion entre los
procesos adversos Yy benéficos de la neuroinflamacion, relacion que

probablemente varia su caracter de acuerdo a la progresion de la enfermedad.
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Un profundo conocimiento de la biologia de las células microgliales, asi como el
avance de modelos in-vivo e in-vitro que repliquen las caracteristicas relevantes
de las enfermedades crénico degenerativas, sera por tanto crucial en el
desarrollo efectivo de tratamientos para estos desordenes neuroldgicos.

De igual manera, herramientas importantes resultaran de la identificacion
de biomarcadores relacionados con estas enfermedades o con la
neuroinflamacion, lo cual ademas puede ser de gran ayuda para evaluar el
estado especifico en que se encuentra la enfermedad y monitorear la eficacia
clinica de los tratamientos con medicamentos (Minghetti, 2005).

Puesto que no se puede intervenir quirdrgicamente el cerebro de un
hombre que tenga neuroinflamacion para observar los cambios metabdlices
anormales que se presentan, se han disefiado modelos animales que buscan
emular este padecimiento con el proposito de estudiar mas a fondo y con mayor
libertad de intervencién este tipo de reaccion. Los primeros modelos animales se
habian enfocado en las consecuencias de la perdida de células colinérgicas
dentro del cerebro anterior basal, lo cual es a menudo visto en la EA. Un decline
en el namero, tamafio o funcion de las células colinérgicas en el cerebro
anterior, puede ser responsable para algunos de los dafios cognoscitivos
asociados con el envejecimiento y la EA en humanos.

Mas recientemente uno de los modelos mas exitoso ha sido el de la
neuroinflamacién cronica inducida experimentalmente (Hauss-Wegrzyniak et al.,
1998). Este consiste en la administracion intracerebroventricular de LPS (lipo
polisacarido) por medio de canulas colocadas en los ventriculos laterales y
conectados a una bomba Alzet (Bomba de infusion crénica con flujo constante)
que libera a una taza fija la solucién con LPS en el liquido cefalorraquideo. El
LPS es considerado un superantigeno que al ser administrado en el cerebro
induce inflamacién del tejido nervioso, mediado por la activacion selectiva de la
microglia dentro del hipocampo y la corteza entorrinal, regiones cerebrales
involucradas en el aprendizaje y la memoria (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998;
Rosi et al., 2004). El LPS se usa experimentalmente para simular la produccién

enddgena del precursor de la proteina 3-amiloide y de la IL-1. La microglia
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activada es la principal fuente de IL-1 después de una inyeccion de
lipopolisacéarido y sirve como un importante intermediario de los efectos del LPS
en el cuerpo ya que puede participar, por medio de la actividad de los astrocitos,
para la produccion de otras citocinas. Con este modelo se corrobora que las
fibrillas amiloideas y los lipopolisacaridos parecen participar de receptores y
cascadas de sefialamiento intracelular proinflamatorios (Fassbender et al., 2004)

Otra evidencia es que la estimulacion de un cultivo de microglia con
lipopolisacaridos o péptidos fibrilogenéticos desencadena la sintesis regulada de
distintos mediadores, incluyendo moléculas proinflamatorias. El periodo
relativamente corto de estimulacion y la adicion abrupta de agentes, manifiesta
una semejanza con la lenta constitucion de los depésitos amiloideos que se da
en un cerebro en vivo. La activacion persistente de un cultivo de microglia de
rata con LPS induce alteraciones significativas en los mecanismos secundarios
de la red de sefialamiento de los recetores al LPS (Minghetti, 2005).

La neuroinflamacion, al igual que en los pacientes con Alzheimer, cuando
se induce experimentalmente en animales jovenes, como en este caso ratas,
produce deterioro cognoscitivo, cambios patolégicos conductuales y bioquimicos
semejante a los observados en dicho padecimiento Hauss-Wegrzyniak, 1998;
2002). Algunos de estos cambios incluyen memoria espacial dafiada, induccion
dafiada de potenciacion a largo plazo, reducciéon de los receptores Nmetil-d-
aspartato (NMDA), astrocitosis, citocinas elevadas y factores de transcripcion
proinflamatorios (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998, 2002; Rosi et al., 2003, 2004).
Este modelo aporta un medio Util para reproducir la neuroinflamaciéon de manera
controlada, de tal forma que se puede inducir la condicidén patolégica en distintos
periodos de su avance y asi corroborar los cambios que estos implican en un
determinado momento.

En suma, pese a que el modelo de neuroinflamacion con LPS no
reproduce exactamente las caracteristicas patologicas de la enfermedad de
Alzheimer, si lo hace con algunas como las siguientes: un proceso de
inflamacion global crénico asociado con un incremento en la activacion de

microglias y astrocitos, un incremento en los tejidos de IL-1 y FNTa, una
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patologia del I6bulo temporal asociada con perdida celular, un incremento de
microglia reactiva y, consecuentemente con todo esto, problemas en la memoria
espacial y de trabajo (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998).

Puesto que la neuroinflamacién inducida con LPS es un modelo de
neurodegeneracion que induce discapacidad cognoscitiva, es imprescindible
entender la fisiologia que subyace a las alteraciones que ocurren en la funcién
neuronal. Una estrategia es evaluar las posibles modificaciones en la respuesta
neuronal ante la estimulacion conductual, para ello una herramienta util es la
identificacion de las células que responden a la conducta utilizando el método de
catFISH; con el objeto indagar sobre la alteracion que la neuroinflamacion
produce sobre la activacion y la articulacion de los ensambles de representacion
mnémica.

Investigaciones previas demostaron que en animales con
neuroinflamacion crénica inducida por la administracion de LPS durante 15 dias,
la expresion tanto del ARNm de Arc como de su proteina ocurre en un niumero
mayor de células en comparacion con un cerebro no inflamado. Lo que llama la
atencion, es que este incremento en el numero de células que expresa Arc
ocurre principalmente en el giro dentado y en la region de CA3 del hipocampo,
pero no en CAl. Lo que correlaciona con el hecho de que estas regiones son las
que presentan un mayor niumero de células microgliales activadas, medido con
la deteccion de OX6, lo que se usa como un indicador de neuroinflamacion (Rosi
et al.,, 2005). La neuroinflamacion cronica no parece afectar globalmente la
expresion de Arc, por el contrario, el incremento ocurre solamente en el nUmero
de células que responden a la conducta.

Estos datos revelan una alteracion de la respuesta de células
hipocampales ante la exploracibn cuando se esta bajo un proceso de
neuroinflamacion. Pero aun permanecen muchas preguntas sin resolver, por
ejemplo: como es que este incremento en la respuesta puede explicar el
deterioro cognoscitivo y qué mecanismo determina el incremento de la expresion

de Arc en las células hipocampales.



Es posible que tal aumento en la respuesta de Arc inducida por
exploracion en animales con neuroinflamacion, pueda resultar de una secuencia
de procesos bioquimicos iniciados por la activacion de las células microgliales.
La elevacion cronica de citocinas proinflamatorias y de oxido nitrico conduce a
una cascada de eventos celulares autopropagatorios, incluyendo un bloqueo de
la recaptacién de glutamato por la glia, incrementos en la sintesis y liberacion de
prostaglandinas, un aumento en la liberacion de glutamato de los astrocitos y, en
consecuencia, una alteracion en la actividad fisiologica del hipocampo (Grriffin et
al., 1998).

Se piensa que un incremento en la respuesta da lugar a ensambles
plasticos menos finos y por lo tanto con mayor interferencia entre diferentes
representaciones mnémicas, en uma, esta alteracion disminuye la eficiencia
mnémica del sistema hipocampal (Sakurai, 1999). EI mecanismo que determina
tal disfuncion al parecer esta mediado por una mayor cantidad de glutamato en
el espacio sinaptico causado por la activacion de la microglia. Ademas, durante
la inflamacion cronica en el SNC una proporcién significativa de canales NMDA
puede existir sin el bloqgueo de magnesio, resultando en una entrada
incrementada de calcio en la postsinapsis (Brown y Bal-Price, 2003), aunado a
que los grados elevados de proteinas inflamatorias también pueden incrementar
indirectamente los niveles de calcio intracelular a través de los canales NMDA
(Viviani et al., 2003).

Bajo estas condiciones cualquier actividad singptica glutamatérgica
adicional permitiria un influjo continuo de iones de calcio dentro de las neuronas,
sobrecargando los mecanismos endodgenos que regulan la homeostasis de los
iones de calcio y llevando a una muerte celular a largo plazo (Albin y
Greenamyre, 1992). Lo cual denota que el umtral de activacion de la célula y el
de la trascripcion de Arc se encuentran alterados (Rosi et al., 2005), lo que
contribuye al deterioro cognoscitivo asociado a la neuroinflamacién vy

posiblemente a otros padecimientos neurodegenerativos como el Alzheimer.



6. El Efecto de la Memantina

Distintos procesos neuroquimicos pueden mediar el almacenamiento de
la memoria en diferentes periodos temporales. De aqui el concepto de los
procesos neuroquimicos secuenciales para la formacién de memoria, de tal
manera que el mismo agente quimico o farmacolégico puede ayudar para la
formacion de memoria bajo determinadas condiciones, pero alterarlo en otra.
(Rosenzweig 2004). Este es el caso con los procesos mediados por los
receptores ionotrépicos glutamatérgicos que, pese a que estan involucrados en
la transmision sinaptica excitatoria y en la plasticidad sinaptica, la sobre
activacion puede llevar a alteraciones, las cuales estan implicadas en la
patogénesis de la neurodegeneracién que ocurre en varios desordenes agudos y
cronicos del SNC. Se sabe que en estas enfermedades la excesiva estimulacion
de los receptores al glutamato puede ocurrir, incluso, en ausencia de niveles
excesivos de este neurotransmisor. Asi, aunque cada enfermedad esta causada
por diferentes mecanismos, estos al final confluyen en un camino similar para la
inducir dafio neuronal debido a la sobre-estimulacibn de los receptores
glutamatérgicos; por lo que este fendmeno patoldgico, conocido como
excitoxicidad, representa un objetivo potencial, particularmente relevante, para
los esfuerzos neuroprotectivos (Lipton A, 2006).

Los receptores NMDA se componen por diferentes subunidades: la NR1
(que tiene una presencia predominante), los NR2A-D y, en algunos casos, los
NR3A o NR3B. El receptor esta probablemente compuesto por un tetramero de
estas subunidades. La composicion de la subunidad determina la farmacologia y
otros parametros del canal i6nico completo del receptor. Las subunidades estan
diferenciadas en el cerebro tanto regionalmente como temporalmente a lo largo
del desarrollo.

Durante la neurotransmision normal el canal del receptor NMDA es
activado por solo un breve periodo de tiempo debido al destape del bloqueo de
magnesio, lo cual ocurre después del influjo de cationes dentro de la neurona

por medio de los canales del receptor al glutamato tipo AMPA. La activacion



regulada de los receptores NMDA esta involucrada en mecanismos vitales para
el organismo, por ejemplo, el sistema de la formacion reticular del tallo cerebral,
responsable del despertar cortical y la atencién, contiene una gran cantidad de
estos, de tal manera que si no funcionan normalmente pueden llevar al individuo
hasta un estado de coma. Por tanto, es de primordial importancia preservar la
fisiologia normal de estos receptores con el objeto de mantener la homeostasis y
evitar los efectos colatelares de su supresion abrupta. El problema, como
vemos, radica en que el mismo mecanismo que provoca la excitoxicidad es, en
niveles mas bajos, necesario para el funcionamiento normal de los procesos
neuronales. Esto hace que la mayoria de farmacos bloqueantes de los
receptores NMDA tengan graves efectos colaterales y sean por consiguiente
clinicamente intolerables (Lipton A, 2006).

Los recientes avances en el entendimiento de la funcién farmacoldgica,
genética y estructural de los receptores NMDA, ha promovido una busqueda de
nuevos componentes que se puedan usar terapéuticamente. Estos componentes
pueden actuar en el mismo sitio del ligando natural o en otras regiones del
receptor, incluso drectamente dentro del poro del canal i6nico, miembros del
altimo grupo se les llama blogueadores del canal abierto. Asi, algunos
antagonistas del receptor al glutamato NMDA (N-metilD-aspartato) tienen un
potencial terapéutico extenso sobre algunos desordenes del sistema nervioso
central, haciéndose viable su uso en enfermedades neurodegenerativas y en
otras enfermedades cronicas tales como la epilepsia.

La memantina representa una clase de bloqueador de canal abierto de
relativamente baja afinidad, esto significa que esta droga solo entra al canal
cuando este ya esta abierto por un agonista. Por esto la memantina, en dosis
terapéuticas, bloquea el canal cuando este se encuentra activado
patologicamente por largos periodos de tiempo, como cuando se halla expuesto
a condiciones excesivas de glutamato. En el momento en que el sistema vuelve
MAas 0 menos a sus condiciones normales de excitacion, la memantina pierde,
relativamente, la capacidad para bloquear los canales del NMDA, con lo cual no

interfiere con las funciones que estos desempenfan.
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Esta cinética de baja afinidad con respecto al canal, hace de este farmaco
un neuroprotector eficaz con minimos efectos adversos (Lipton A, 2006). Lo que
se ha constatado por la evidencia de que su accion no suprime la potenciacion a
largo plazo medida conductualmente por la ejecucion en el laberinto de agua de
Morris. Preservando la actividad sinaptica dentro de un rango que mantiene los
niveles de salud cerebral, evita, a su vez, dafios graves que estan asociados
con la accion de otros antagonistas del receptor NMDA, tales como la
vacuolarizacién de las neuronas cinguladas adultas y la apoptosis de neuronas
perinatales (Chen, et al 1998)

Se piensa que la memantina ejerce sus efectos sobre los receptores
NMDA a través de bloquear un lugar cercano o el mismo sitio del magnesio
dentro del canal i6nico. Asi mismo, su eficacia bloqueadora se abarca todos los
tipos de canales operados por receptores NMDA que se componen de la
subunidad NR1 y varios que tienen la NR2. El hecho de que la memantina sea
eficaz por el bloqueo que realiza sobre el sitio del magnesio a través de
interactuar, preferentemente, con la subunidad NR1, junto con el dato de su
caracteristica cinética de baja afinidad, parece sugerir que este farmaco bloquea
la actividad de los receptores NMDA cuando el canal idnico esta excesivamente
abierto.

Por esto, la memantina es la Unica droga antiglutamatérgica actualmente
aprobada para el tratamiento del Alzheimer moderado a severo. Algunos
estudios han demostrado que el tratamiento con memantina tiene beneficios
funcionales y cognoscitivos a través de todas las etapas de la enfermedad,
ademas de ser seguro y bien tolerado. Este farmaco puede ayudar a las
personas con la enfermedad de Alzheimer a pensar mas claramente y realizar
las actividades diarias méas facilmente, pero no es una curacion y no detiene la
progresion de la enfermedad. Adicionalmente, genera un efecto positivo indirecto
sobre el cuidado del enfermo, que resulta en algunos beneficios sociales. Este
hecho, junto con un retraso en la transicion hacia una etapa de dependencia
mas grande esta probablemente asociado con la disminucion en el nUmero de

pacientes hospitalizados (Molinuevo J., Lado A., 2005).



Entre los estudios realizados con este farmaco, se realizO uno con
personas que padecen demencia, estratificando en un primer analisis a los
pacientes segun la severidad o el avance que este padecimiento habia
alcanzado en estos. Se probo el efecto de un placebo comparandolo con una
dosis diaria de 10mg. de memantina y se descubrié una diferencia significativa
entre los dos grupos después de 28 semanas. La memantina fue superior,
respecto a su efecto terapéutico, en todos los grupos con relacion al placebo,
siendo en los grupos con dafio mas severo en los que el efecto se mostr6 mas
pronunciado (Mobius H. J, Stoffer A).

Por otro lado, se conoce que el glutamato se acumula en abundancia
durante el periodo temprano del hematoma experimental, con lo cual la
activacion de los receptores NMDA puede resultar en un influjo continuo de
calcio y muerte neuronal en casos de hemorragia intracerebral. Con base en
esto, se ha investigado la memantina con respecto a su habilidad para bloquear
la sobre-estimulacion del glutamato, descubriendo que el volumen de la
hemorragia decrementa al 47% en un grupo tratado con memantina comparado
contra un grupo placebo. En consecuencia este estudio muestra que dicho
farmaco causa una reduccion de le expansion del hematoma, ademas de que
reduce la infiltracion inflamatoria y la apoptosis induciendo recuperacion
funcional después de la hemorragia intracerebral (Lee S.T et al., 2005).

En el presente estudio queremos generar mas evidencia que nos permita
entender los substratos neuronales del declinamiento cognoscitivo asociado a la
neuroinflamacién y a padecimientos en donde esta se presenta, tales como el
Alzheimer. Cémo el Arc, de ser un gen relacionado con proteinas del
citoesqueleto, que participa en las funciones de plasticidad cerebral, puede
repercutir en un efecto contrario adverso debido a la inflamacién neuronal.
Trataremos de aportar datos experimentales que ayuden a comprender la
distribucion de las funciones sostenidas por regiones especificas hipocampales,
la distincién de su susceptibilidad al dafio inflamatorio y su respuesta ante un
farmaco que atempera sus repercusiones (en este caso la memantina). Con

base en esto, se pretende observar si la reduccion de la neuroinflamacién



reestablece la respuesta hipocampica normal, medida conductualmente por la
ejecucion en el laberinto de agua de Morris vy, fisiolégicamente, por la expresion
de Arc; o si, por el contrario, la incidencia del dafio inflamatorio deja
repercusiones que no permiten que se recupere la funcion hipocampica

eficiente.

Planteamiento del problema

Si el funcionamiento hipocampico se ve alterado por la neuroinflamacion,
repercutiendo esta en la capacidad de los animales para aprender y memorizar,
lo cual se observa, conductualmente, por las deficiencias que estos muestran en
el laberinto de agua de Morris vy, fisiologicamente, por la sobre-expresion del gen
Arc, ¢se restablecera las funciones normales del hipocampo si se trata a los
animales con un antagonista no competitivo de canal abierto del receptor NMDA,

como en este caso la memantina?

Objetivos

General.

Entender algunos de los mecanismos celulares que subyacen las
alteraciones en la funcion neuronal asociados a padecimientos
neurodegenerativos que producen deterioro cognoscitivo, para determinar si un
tratamiento farmacolégico util para estos padecimientos corrige las alteraciones

en la funcion neuronal y/o el problema cognoscitivo asociado.

Particular.

Estudiar el efecto de la memantina (que disminuye la sobreactivacion del
receptor NMDA y se utiliza en el tratamiento de Alzheimer) sobre la respuesta
hipocampal a la conducta de exploracion alterada por la administracion cronica

de LPS; esto es, observar el efecto de la memantina sobre la neuroinflamacion



que el LPS induce en el giro dentado y la region de CA3 del hipocampo, cuando

estas estructuras estan involucradas en una tarea de exploracion espacial.

Variables

Independientes
- Administraciéon crénica de LPS

- Administracion cronica de LPS y memantina

Dependientes

- Ejecucion en el laberinto de agua de Morris

- Proporcién de células que expresan el gen Arc en el hipocampo
- Cantidad de microglia activada

Hipotesis

Pensamos que si en la presencia de la neuroinflamacion cronica, la perdida
de los patrones de actividad asociados con la neuroplasticidad y la memoria
depende de la sobreactivacion de los receptores NMDA y la entrada
incrementada de los iones de calcio, luego entonces, el tratamiento con un
modulador del receptor a glutamato tipo NMDA, como la memantina, deber&a
atenuar significativamente las alteraciones en la respuesta de células
hipocampales a la conducta y posiblemente mejore la ejecucion de los animales
en una tarea espacial.



METODO

Sujetos y procedimientos quirdrgicos.

Los sujetos utilizados fueron 44 ratas macho de la cepa F344 (Harlan
Sprague-Dawley, Indianapolis, IN), con tres meses de edad, confinadas
individualmente con agua y alimento libremente disponible. EI fluido
cerebroespinal artificial (FCEa n=12) o el lipopolisacérido (n=32) se
administraron a través de una cénula implantada dentro del cuarto ventriculo.
Estas canulas se implantaron por medio de cirugia estereotaxica y estaban
conectadas a una minibomba osmotica (modelo Alzet # 2004 para distribuir 0.25
ml/h) (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998, 2000, Rosi et al., 2003, 2004, 2005), con
las cuales se administré el LPS, intraventricularmente, o la memantina,
subcutaneamente, segun fuera el caso (los animales con LPS y Memantina
tendrdn 2 bombas conectadas cada una a una canula independiente). Estas
minibombas mantienen una tasa constante de liberaciéon de la droga en la zona

en donde se coloque la canula.

Grupos.

Se tratd cronicamente durante 29 dias con fluido cerebroespinal artificial
(FCEa) a 12 individuos, este funcioné como vehiculo y contiene (en mM) 140
NaCl; 3.0 KCI; 2.5 CaCl2, 1.0 MgCI2; 1.2 Na2HPO4 ajustado para un pH 7.4. A
los 32 individuos restantes se les administrd, durante el mismo periodo,
lipopolisacarido (LPS, sigma, E. coli, serotipo 055:B5, TCA extraccién, 1.0 mg/mi
disuelto en FCEa). En el mismo dia una minibomba osmotica que liberaba
memantina de manera subcutdnea (a razén de 10mg/Kg/dia) fue insertada en la
espalda de 17 ratas del grupo tratado con LPS.

Para evaluar cognoscitivamente a los animales se les entreno en la tarea
de laberinto de agua de Morris, y cuatro dias después se expusieron a una tarea
de exploracion simple para inducir la expresion de Arc en el hipocampo y evaluar
la respuesta celular. De esta manera cada rata fue asignada para uno de dos

grupos: grupo de exploracion espacial (tratados con LPS- (n=12),



LPS+memantina (n=12) y FCEa (n=10) o animales control enjaulados (LPS
(n=3) LPS+memantina (n=5) y FCEa (n=2)

Procedimientos conductuales.
Manipulacion: Las ratas fueron manipuladas diariamente antes de

someterlas a las tareas conductuales: 4 dias antes del laberinto de agua y 4
antes de la exploracion del ambiente (ver diagrama de flujo). La manipulacién
consiste en tomar al animal en los brazos, envolverlo en una toalla seca, y
acariciarlo por un intervalo de aproximadamente 5 minutos. El objeto de esta
manipulacion es que se acostumbren al contacto con el investigador, lo que
ayuda a reducir el estrés y disminuir la expresion de Arc asociada al contacto

del animal con el investigador.

Implantes de Canulas en el 3r ventriculo
Y sondas subcuténeas conectadas a bombas Alzet
LPs, LPS+MI, FCEa

l 16 dias

Ianipulacién
Durante 4 dias

}

Entrenamiento en
laberinto de agua por 4 dias

|

Idanipulacién
Durante 4 dias de agua

| 1 dia

Ezxploracidén por 5 min

Facrificio ¥ extraccidn de cerebros

Diagrama de flujo que esquematiza la secuencia de | os procedi mientos experimental es.
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Laberinto de Agua: Con el objetivo de evaluar la habilidad de aprendizaje

espacial de las ratas, se midid la ejecucion de los animales en el laberinto de
agua de Morris. Luego de tres semanas de que se les aplicaran los
procedimientos quirdrgicos, se llevo acabo la adquisicidn de una tarea espacial
en el laberinto de agua de Morris. Esta prueba consiste en un tanque de una
profundidad de 80cm. con un diametro de 185cm. Se coloca al animal en uno de
diferentes puntos de salida y se le dan 60 segundos para llegar a la plataforma,
si no llegan se les guia manualmente. La rata es un animal terrestre e
instintivamente le tiene aversion al agua, por ello la plataforma de escape
funciona como un reforzador negativo; de tal manera que al repetirse la tarea, la
llegada a la plataforma, refuerza las conductas de navegacion espacial que le
permiten al animal disminuir progresivamente el tiempo de llegada. La
plataforma circular de escape se encontraba 1cm. por debajo de la superficie del
agua y fue puesta siempre en un lugar constante.

El recorrido de las ratas fue registrado por una camara de video situada
por encima del estanque de agua conectada a un VP114 de recorrido unitario
(HVS Image, Ingland). Un software Custom (TR, J. Forster: WMAZE.M. Williams)
fue usado para almacenar, reconstruir y analizar la latencia de la llegada a la
plataforma para cada ensayo. Todas las ratas realizaron tres bloques de
recorrido por dia (cada bloque se componia por dos recorridos) a lo largo de 4
dias (haciendo un total de 24 recorridos), depositando a la rata en un lugar que
variaba al azar de una prueba a otra. Entre cada ensayo se permitia descansar a
los animales por un periodo de sesenta segundos, 30 seg. en la plataforma de
llegada y otros 30 en su caja de descanso, asi mismo, entre cada bloque de
entrenamiento se permitia descansar a los animales un periodo de 30 a 60 min.
Para saber sobre posibles deficiencias en la agudeza visual y en la forma de
nado relacionados con la memantina o el LPS, en el cuarto dia las ratas fueron
sometidas también a una segunda version de esta tarea, en la cual se movio al
azar una plataforma visible (2cm. por encima del agua) para una de cuatro

locaciones del tanque. Todos los animales realizaron sucesivamente un total de



6 recorridos con plataforma visible. Estos resutados no se muestran abajo ya

gue n o se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Exploracion: Con el objetivo de estimular la actividad de las células
hipocampales para después identificar las células activadas por medio de la
deteccion de la expresion de Arc, se coloc6 a los animales del grupo de
exploracion espacial dentro de un ambiente durante cinco minutos. El ambiente
de exploracion fue una caja cuadrada abierta de 61x61cm con 20cm de altura
dividida en el interior en 9 espacios iguales delimitados con pintura en la base de
la caja. Cada rata fue colocada en el cuadrante central y cada 15 seg era movida
a un nuevo cuadrante bajo un programa semtaleatorio, esto se hizo durante 5
minutos, de tal manera que los animales visitaron cada cuadrante entre 2 0 3
veces. Esto se hizo con el objeto de que todos los animales recorrieran
completamente el espacio de exploracién. Se ha demostrado que la exploracion
forzada como la usamos nosotros, induce actividad en el mismo numero de
células que la exploracion libre, siendo un poco menos variable la exploracion
forzada. Inmediatamente después de la exploracion, los animales fueron
sacrificados por decapitacion. Los cerebros fueron rapida y cuidadosamente
extraidos (entre 160 y 200 seg.) y congelados a -70?C en una solucion de
isopentano colocada en hielo seco. Las ratas que no fueron introducidas en el
ambiente de exploracion fueron sacrificadas del mismo modo e intercaladas

temporalmente con el sacrificio de las ratas que si exploraron.

Blogueo de cerebros y Crioseccion.

Los cerebros fueron cortados a la mitad de la linea media sagital y en el
hemisferio seleccionado para el blogque se cortaba a la altura del cerebelo y se
removia la region frontal. De esta manera cada hemisferio fue colocado en un
molde de plastico en donde un hemisferio de un animal de cada grupo fue
incluido para ser blogueado con OCT. De esta manera cada bloque contenia la
mitad del cerebro de un animal de cada uno de los grupos. Se realizaron 6

bloques con 8 0 6 cerebros de los diferentes grupos cada uno.



Los bloques fueron cortados en un cridstato a -18°C en secciones de
20um de grosor y montados en laminillas Super Frost (VWR). Las laminillas con
las secciones de cerebro fueron almacenados a -70?C hasta ser procesados

para una doble inmunohistoquimica o hibridacion in situ.

Tincién inmunoflourescente.

Seis laminillas de la porcion medial del hipocampo dorsal de todos los
grupos fueron seleccionadas (antero-posterior, »3.6 mm. de Bregma) y la doble
tincion para la microglia activada y la proteina Arc fue hecha de la siguiente
manera: el tejido fue fijado en 2% de paraformaldeido, con un PH 7.4, por 5min,
después se enjuagd en una dilucion buffer de 2X SSC, con PH 7.0 (Sigma, St.
Louis, MO), seguido por una incubacion en 50:50% de acetona/metanol a 4°C
por 5min. El resto de los enjuagues se hizo con 2X SSC mas 0.05% de Tween
20. Se inactivo la peroxidasa endégena con 2X SSC + 3% H202 por 15 min. Se
bloqueo con buffer de bloqueo contenido en el kit de amplificacion de TSA
(PerkinElmer Life Sciences, Emeryville, CA), el que fue aplicado por 30min,
seguido por la incubacion en el anticuerpo anti-Arc policlonal de conejo (1:800,
del laboratorio del Dr Worley) diluido en buffer de bloqueo.

Cuatro laminillas de cada condicion fueron escogidas de la misma
porcion medial del hipocampo dorsal para la doble tincion de NMDAR1 y la
microglia activada, cuatro mas de NMDARL1 y astrocitos. Después de que los
tejidos se procesaron de esta manera se dejaron en anticuerpo primario de raton
NMDAR1 monoclonal (Chemicon Internacional, Tamecula, CA, USA) (dil 1:250)
por 48hrs. de incubacion a 4°C. Las secciones fueron entonces incubadas por
2hrs a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo
(Vector Laboratories, Burlingame, CA), seguido por la incubaciéon con el sistema
de amplificacién de biotina-avidina (Vector Laboratories) por 45 min. Antes de
aplicarse el anticuerpo de rata biotinelado monoclonal secundario (Vector
Laboratories) por 2hrs, el tejido fue incubado con un equipo bloqueante de
biotina y avidina (Vector Laboratories) por 30min para bloguear la reaccion que

se dio con la tincion.



La tincion fue visualizada usando un sistema fluorescente TSA CY3
(PerkinElmer Life Sciencies, Emeryville, CA). Después de lavarse en una
solucién TBS los tejidos fueron extraidos y bloqueados otra vez, siguiendo el
procedimiento descrito arriba e incubados con el anticuerpo monoclonal OX-6
(PharMingen, San Diego, CA) en una dilucién final (1:400). Después la tincion
fue visualizada con un sistema CY5 de fluorescencia TSA (PerkinElmer Life
Sciences) y el nucleo fue contratefiido con Sytox-Green (Sondas Moleculares,
Eugene, Oregon). La inmunotincibn simple para las células microgliales
residentes fue desarrollada usando el anti-OX-42 de raton anti-rata en dilucion
final de 1/400 (PharMigen, San Diego, California, USA). No se detecto tincidn

alguna en la ausencia de anticuerpos primarios o secundarios.

Hibridacion in-situ con fluorescencia (FISH).

Se seleccionaron cinco cortes de la misma porcion medial del hipocampo
dorsal adyacente a los que se escogieron para inmunohistoquimica y se
procesaron por hibridacién in situ para detectar ARNm de Arc (Guzowski et al.,
1999; Vazdarjanova et al., 2002). El tejido se fijo en 4% de paraformaldehido, se
enjuago en 2XSSC y se coloco en una solucién de acético-anhidrico, seguido
por una incubacion en acetona-metanol por 5 minutos. Después de un paso de
prehibridacion, el tejido es hibridizado con una sonda contra Arc
(100ng/laminilla) marcada con digoxigenina y diluida en buffer de hibridacion
(Sigma. St Louis MO) durante 16-18hrs a una temperatura de 56 °C. Después de
una serie de enjuagues, incluido un paso en el que se aplica RNAsa A, para
destruir la sonda y el RNA no hibridizado, las laminillas son incubadas por 24hrs
en anticuerpo antidigoxigenina conjugado con peroxidasa (Roche Products,
Hertfordshire, UK) a 4 °C. La tincion fue finalmente visualizada con el sistema de
amplificaciéon TSA usando Cy3 como fluorocromo. El ndcleo se tifio con Sitos-

Green.
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Adquisicion de imagen (microscopia confocal)

Para poder definir las fronteras anatomicas y el grado de activacion
microglial dentro del hipocampo se tomaron dos secciones coronales del
hipocampo dorsal que se reconstruyeron para cada animal de cada grupo de
tratamiento. Los bloques de tejido en el plano Z se tomaron con un microscopio
multifoténico-confocal equipado del que se utilizaron un laser de argén de 488
nm y un laser de helio/nedn de 543nm y otro de 633nm (modelo Zeiss LSM 510
NLO-meta). Los parametros de intensidad y contraste se acomodaron usando
secciones laminares tomadas de una rata administrada con FCEa. Los
parametros se mantuvieron constantes en todas las secciones en un corte dado
usando los dos laseres de 488nm para visualizar el Sytox-Green y el de 543nm
para visualizar el CY3. Las muestras de imagenes fueron mantenidas en las
siguientes coordenadas: CA3 anteroposterior, 3.8; lateral, 2.8-3.8; y dorsoventral,
3.8; y PCX anteroposterior, -3.8 a -4.2; lateral, 1.5-2.5; dorsoventral, 2.0; y la
quinta capa cortical. Las imagenes fueron tomadas con un pequefio traslape y la
forma de los cuerpos celulares fue usada como una referencia para la
alineacion. Dos de las tres laminillas tefiidas por cada bloque (de los métodos de
inmunoflourescencia e hibridacion in situ) se seleccionaron para el analisis
confocal. El giro dentado entero de las dos secciones coronales por rata se
reconstruyeron usando areas mas grandes de los blogues en el plano 10x Z, en
dos secciones por animal; debido al hecho de que en esta area la tincion es mas
escasa. Aproximadamente se tomaron de 8 a 12 imagenes de cada corte del giro
dentado. Para verificar el nimero de células totales en el giro dentado se
tomaron las imagenes sobrepuestas a 40x en todo el giro dentado para un
andlisis del ARNm del Arc.

Para CA3, tres bloques en el plano Z (1.0 um O6ptico de espesor/plano)
fueron fotografiadas con unos lentes de inmersion acuaticos a 25x. Para el
conteo de las células en estas éareas, del total de planos obtenidos para cada
imagen se descartan aquellos en los que resulta imposible discernir los cuerpos
celulares debido a la poca resolucién de la imagen, los cuales se localizan en los

limites superior e inferior del apilado de imagenes. Ya descartado a estos, del
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total de planos utiles se dividen entre dos para obtener el plano medio, y a partir
de este solo se consideran dos planos por encima y por debajo para el conteo;
esto con el objeto de que las células detectables se incluyan en la mayor
cantidad de planos posibles y asi se logre discernir con mayor fiabilidad si
contienen o no la tincion de la marca que se busca detectar.

Para cuantificar la microglia activada, se analizaron las secciones
coronales hipocampicas reconstruidas con un programa de imagen MetaMorph
(Universal Image Corporation, West Chester, Pennsylvania). El hipocampo fue
dividido en las siguientes areas de interés: CA3, la capa celular granulosa y la
region hilar del giro dentado. Después de captar estas regiones en cada imagen
reconstruida, se usé una herramienta de ajuste del umbral de intensidad para
detectar toda la tincion de la OX-6, y se midi6 el area de cada objeto y el nUmero
de objetos. Todas las imagenes se analizaron usando las mismas condiciones
de umbral. Los objetos detectados oscilaron de 5 a 2000um?. Después de crear
una curva de distribucién, solo se incluyeron en el analisis aquellos objetos con
un tamafio >65um? (el tamafio promedio fue de 100 pm?. Se escogid este
tamafio de objeto para igualar mas acertadamente el tamafio de las células
microgliales activadas y asi reducir significativamente los errores de muestreo.
Fue entonces corregido el nimero resultante de objetos usando el &rea total de
cada region de interés y se report6 el nimero de objetos por regién (en
milimetros cuadrados).

Los focos nucleares de ARNm del Arc y el ARNm del Arc citoplasmico se
observaron dentro del giro dentado. El area de la capa celular granulosa y el
namero total de neuronas positivas de Arc se evaluaron en cada imagen plana
reconstruida con lo que, junto con un estimado del niumero total de neuronas, se
usaron para estimar el porcentaje total de neuronas positivas de Arc. El nimero
total de neuronas/cumulo se contd y se calculd el area de la capa celular
granulosa en mm? desde el plano medio. Utilizando este fictor se calculé el
porcentaje de neuronas con proteina Arc y/o ARNm de Arc en el giro dentado de
cada rata acorde a la siguiente formula: 100* p/[A, *(N/A)], Donde p=el nimero

de neuronas Arc positivas en una imagen plana reconstruida dada; N=al nimero



total de células de todos los 40X apilados-Z; A=éarea total en nmm? del giro
dentado desde los planos medios de todos los 40X de los bloques en el plano Z.
Las ceélulas que resultaron positivas o negativas de proteina Arc se
clasificaron de acuerdo con los siguientes criterios. Las neuronas positivas
tenian una tincién perinuclear/citoplasmica rodeando al menos 60% de la célula
visible en al menos tres planos juntos con el nucleo celular a través del cumulo
Z. Para evitar errores de clasificacion, se verifico cudadosamente que la tincién
pertenecia a la célula de interés y no a una dendrita o cuerpo celular de una
célula adyacente. Los resultados tanto del ARNm de Arc, como del andlisis de la
proteina Arc se expresaron como un porcentaje del total de nucleos neuronales
analizados por apilado de imagenes. Para cada rata se analizaron las secciones
coronales del giro dentado reconstruido, para ARNm del Arc, para proteina Arc,

para microglia activada y microglia inactiva.

Analisis de datos.

Se obtiene la proporcion de células que expresan el gen por condicion
experimental y se comparan estos datos entre los diferentes grupos utilizando
ANOVA de una via, utilizando Bonferroni como posthoc. En cuanto a los
resultados de la ejecucién conductual en el laberinto de agua de Morris se
obtienen la latencia y la distancia de llegada al blanco, los cuales se analizan
mediante un ANOVA de repetidas medidas, utilizando Bonferroni como posthoc
también. Los datos de la prueba se obtienen en la forma de latencia, distancia y

numero de cruces al blanco y se analizan mediante un ANOVA de una via.



RESULTADOS

En general, el tratamiento con LPS y con memantina fue bien tolerado por
todas las ratas. Sin embargo, al inicio las ratas tratadas con LPS perdieron unos
pocos gramos de peso, aunque en pocos dias lo recuperaron y continuaron

incrementandolo normalmente a lo largo de todo el estudio.

Niveles de Memantina Dentro del Cerebro

El tratamiento con memantina fue bien tolerado y aparentemente no
modifico el comportamiento global de los animales. Para determinar los niveles
de memantina en el cerebro, los tejidos cerebrales de cada una de las ratas que
tenian una minibomba osmoética liberando memantina, asi como un subgrupo de
animales sin tratamiento de memantina (n=10) fueron analizados por una
cromatografia de gas. La medicion revel6 que a las ratas que se les administro
memantina por medio de la minibomba osmética tuvieron niveles entre 1-6 ngy/g.
Los animales controles presentaron niveles por debajo del limite detectable (p.e,
0.25Mg/g). Dadas ciertas caracteristicas de la memantina, como su
liposolubilidad, la administracién crénica usada bajo las condiciones de este
estudio mantiene una concentracion de suero de ~1nM en aproximadamente
tres dias, una concentracion de fluido extracelular de 0.4-0.7nmM, asi como una
concentracion en el tejido cerebral de 12-15nmM; los niveles libres del farmaco
son de 20-50% mas bajos debido a el ligando de la proteina ( Rogawski y Wenk,
2003), de forma similar a lo que sucede en humanos sometidos a dosis

terapéuticas de este medicamento.

El Tratamiento con Memantina Atenua los Problemas en la Memoria y el
Aprendizaje Espacial Causados por el LPS.

La administracion de LPS dentro del cuarto ventriculo dafia el desempefio
de ratas jévenes en la \ersion espacial de la tarea de nado de Morris, como se
observa por la comparacién de estos animales con respecto a los controles
tratados con FCEa (ver Figura R1).



El tratamiento con memantina atenta el déficit, pero no lo corrige
completamente. Los animades tratados con LPS y memantina aprenden
significativamente mas lento que los animales controles, pero finalmente
muestran una mejoria en su ejecucion comparado a los animales tratados
solamente con LPS. EI ANOVA de repetidas medidas reveld un efecto entre
grupos (F 241 = 11.54, p<0.0001), diferencias entre la latencia promedio de cada
dia (F 36 = 17.41, p<0.0001) e interaccion significativa (F 123 = 3.097 p<0.008).
Estos resultados indican un efecto significativo del tratamiento, del
entrenamiento y muestran una tendencia significativamente diferente entre los
diferentes grupos a lo largo del entrenamiento. El andlisis factorial revelo
diferencias significativas entre grupos los dias 2, 3 y 4 (p<0.0001) en donde los
dias 2 y 3 el grupo de FCEa fue diferente significativamente con respecto a los
otros dos y solo el dia 4 los tres grupos son diferentes entre si (P’s <0.0001).
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Figura 1R.- Muestra la latencia de llegada a la plataforma en el estanque de agua, medida para cada grupo de
ratas a lo largo de cuatro dias de tratamiento. Se observa que el grupo control, tratado con FCEa, tiene un significativo
mejor desempefio desde el dia 2 con respecto a los otros grupos. El grupo tratado con memantina solo manifesté una
diferencia significativa con respecto al grupo que solo fue tratado con LPS hasta el dia 4, lo cual es representativo de un

efecto neuroprotectivo un tanto lento pero eficaz.



El Tratamiento con Memantina Redujo Significativamente la Activacion de

la Microgliadentro del Hipocampo.

Para determinar si el tratamiento con memantina es capaz de afectar la
activacion de las células microgliales durante la administracion con LPS, se hizo
una inmunotincion fluorescente para el OX-6 y se cuantific6 el nimero de
microglias, como se explico en los métodos.

En los animales tratados con LPS, la tincién inmunoflourescente para el
OX-6 confirmd la existencia de numerosas microglias altamente actividades y
distribuidas a través de las areas hipocampales del giro dentado y de CA3
(Figura. R2A). Las microglias activadas mostraron una tupida morfologia
caracteristica, con un incremento en el tamafio de los cuerpos celulares, los
cuales se observaban contraidos y con procesos de ramificacion (Figura R2B).
Las ratas tratadas LPS y a la vez con memantina tuvieron una escasa actividad
microglial esparcida a través de las areas mencionadas (Figura R2C).

El foco revelado de OX-6 microglial por la inmunopositivad en los
animales tratados con LPS y al mismo tiempo con memantina, mostré una
morfologia activada menos drastica, con cuerpos celulares menos tupidamente
contraidos, comparada con la que se dio en los animales administrados con LPS
sin tratamiento con memantina, lo cual indica un menor avance en el estado de
activacion (Figura R2D), como previamente se ha reportado en detalle (Rosi et
al., 2003, 2004, 2005).
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Figura R2.- Reconstrucciones del giro dentado y CA3 del hipocampo utilizando imagenes obtenidas con
microscopia confocal. La tincién para la OX-6 se muestra en rojo. En (A) se observa los cerebros de los animales
tratados con LPS, hay microglia activada a través de todo el tejido observado con una morfologia caracteristicamente
tupida, contraida y con ramificaciones (B). En (C) se observa animales tratados con LPS y a la vez con memantina,

mostrando que es te farmaco es capaz de revertir la activacion microglial ya que ésta se muestra escasa y con una
morfologia distinta (D) a la que se encuentra en la activacion microglial intensa.

De esta forma, los animales administrados con LPS que recibieron el
tratamiento de memantina, mostraron una reduccién significativa en el nUmero
de células microgliales activadas dentro de las areas del giro dentado y de CA3
(ANOVA: R 30=7.47, p<0.003 para el area del giro dentado; F,30=7.82, p<0.001
para el area de CA3) (Figura R3).
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Figure R3.- Los animales tratados con LPS y memantina mostraron una cantidad significativamente menor de
microglias activas con respecto a los animales que solo se les dio LPS, esto tanto en el giro dentado como en CA3. Sin
embargo, esta cantidad fue significativamente mayor con respecto a los animales controles tratados solo con FCEa, lo
que indica que la memantina atenda la activacion microglial pero no la restituye totalmente en su normalidad.

El Tratamiento con Memantina no Afecté ala Microglia Residente

Se ha reportado que el tratamiento con el antagonista selectivo al receptor
NMDA, MK-801, es citotdxico para la microglia in vitro (Hirayama y Kuriyama,
2001). Por ello, se decidi6 visualizar y cuantificar el nimero total de microglias
dentro del hipocampo, para poder entender si el tratamiento con memantina
reducia solo el nimero de microglia activada o afectaba a la poblacion total de
microglias. Las células inmunoreactivas al OX-42 estuvieron densamente
distribuidas a través de todo el hipocampo de los animales tratados con FCEa,
LPS y LPS con memantina (Figura R3A, B, C).
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LPS+M

Figura 3.- En los animales tratados con LPS (B) la cantidad de microglias activadas fue claramente mayor que
en los otros dos grupos. En estos Ultimos dos grupos, el de FCEa y el de LPS+M, la cantidad de microglias observadas

no parecié mostrar diferencias significativas (Fig. Ay C), lo que indica que la memantina desactiva a la microglia a la vez
que permite que se mantenga con vida la poblacion basal de estas células.

Mientras que el numero de microglias activas fue mas alto en animales
tratados con LPS (Figura R3B) y la morfologia verifico el estado de activacion de
estas ceélulas, entre los animales que solo recibieron FCEa y los que tenian LPS
con memantina el total de nimero no fue significativamente diferente (Figura
R3A,C), lo que se constat6 tanto para el area de CA3 como para el giro dentado
(Figura R4) (ANOVA F2=5.7, p<0.01 para el giro dentado; Rs>=4.4, p<0.01
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para CA3). Por tanto, el tratamiento con memantina no altera la microglias en

reposo, solo previene su activacion y/o migracioén de regiones cercanas.
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Figura R4.- Gracias al nimero de microglias detectables por mm? se logré verificar que la memantina no afecta

a la microglia residente, lo cual se observa en CA3y en el giro dentado, ya que no hubo diferencias significativas entre el
grupo de FCEay el grupo de LPS méas memantina.

No se Observo Expresion del Receptor NMDAL junto con Células Gliales.
Una posible explicacion para el efecto de la memantina en la
neuroinflamacion podria ser que las células microgliales activadas expresaran el
receptor a NMDA. Aunque hay evidencia en la literatura (Hirayama y Kuriyama,
2001) que podria sugerir la presencia de receptores NMDA en la microglia, en
estas células solo se han encontrado receptores metabotrépicos al glutamato
(Biber et al., 1999), sin que existan pistas directas de la existencia del receptor
NMDA. La memantina es un antagonista no competitivo de los receptores
NMDA. De esta manera, se hizo una doble inmunotincion de secciones
cerebrales con un marcador especifico del receptor NMDA para una de sus
subunidades constitutivas, NMDA1 (rojo) y para la microglia la OX-6 (azul),
(Figura R5A, B). El andlisis de los tejidos de alta resolucién por microscopia
confocal, reveld que la microglia activada nunca se localizé junto con un receptor
NMDAL. Estas observaciones indican que la memantina no actda directamente a
través del mecanismo del receptor NMDA. No obstante, no pudimos excluir la
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posibilidad de que la memantina actué directamente en el receptor nicotinico

alfa-7 o en un sitio del receptor no conocido expresado por la glia activada.

Figura R5.- Imagenes reconstruidas por microscopia confocal. En rojo se observa una subunidad cosntitutiva

del receptor MNDA, la NMDAL1 y en azul la OX-6 que sirve para detectar a la microglia activa. No se observé la presencia
de las dos tinciones juntas, lo que indica que la microglia no parece tener receptores NMDA sugiriendo que la memantina

no debe de realizar sus efectos sobre estas células.

El Tratamiento con Memantina Normaliz6 la Expresion de Arc en el Giro
Dentado.

El porcentaje de las células expresando ARNm y proteina del Arc en las
células granulares del giro dentado de los animales tratados con FCEa, fue
comparable al reportado previamente (Rosi et al., 2005; Ramirez-Amaya et al.,
2005; Chawla et al., 2005): el ARNm del Arc inducido por la primera sesion de
exploracion se evidencié como ARNm citoplasmético rodeando el 1.5% (SE=0.2)
de los nucleos celulares de las células granulares del asta superior del giro
dentado (Figura R6), lo cual es consistente con los registros electrofisiolégicos
mostrando una escasa actividad del giro dentado durante la exploracion (Jung y
McNaugthon, 1993).

Los animales tratados con LPS mostraron un incremento significativo en

el porcentaje de neuronas positivas a la proteina y ARNm del Arc inducido
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conductualmente en el asta superior del giro dentado (figura B, E), arriba de
aquellas ratas de exploracién tratadas solo con FCEa (Figura R6A, D), lo que
resulta consistente con los descubrimientos recientes (Rosi et al., 2005). En los
animales a los que se les administré LPS a la vez que memantina, el porcentaje
de las células granulares expresando proteina y ARNm del Arc inducido
conductualmente en el asta superior del giro dentado, fue significativamente mas
bajo que en los animales a los que solo se les administro LPS (Figura R6C, F)
(p<0.001). La memantina condujo a que los niveles de Arc retornaran a
condiciones similares a las dadas en los animales tratados con FCEa que
exploraron el mismo ambiente (Figura R6A, C, D, F).

LPS+M

LPSHM

Figura R6.- Reconstruccion del asta superior del giro dentado con imagenes de microscopia confocal. Todos

los grupos fueron introducidos al ambiente de exploracion y por eso se observa respuesta del Arc en todas las imagenes.
El grupo tratado con LPS (B,E) tiene una expresion de Arc mayor que los otros dos grupos, lo que corrobora que el LPS
exacerba la expresion de este gen, inducida por la exploracién, y que la memantina atempera dicho efecto, lo que se

muestra por la similitud entre los grupos con FCEay los de LPS mas memantina (A,C,D,E).

En el asta inferior del giro dentado a los animales del grupo de
exploracion a los que se les dio solo FCEa, el porcentaje de neuronas
expresando proteina y ARNm del Arc no aumenté con respecto a los animales
controles enjaulados; mientras que en los grupos de exploracion tratados con

LPS mostraron un incremento significativo en el porcentaje de neuronas con



proteina y ARNm del Arc (Figura R7), como se ha reportado previamente (Rosi
et al., 2005). Notablemente los animales tratados con LPS y a la vez con
memantina, mostraron un porcentaje de células granulares expresando Arc de
forma similar a los animales controles enjaulados y a los administrados con
FCEa (ANOVA: R.4= 11.6, para el RNAm del Arc en el asta inferior del giro
dentado; Fs 31 = 11.29 para la proteina Arc; p<0.0001 en todos los casos)

La exploracion de un ambiente novedoso produjo un incremento
significativo del porcentaje de neuronas expresando proteina y ARNm del Arc en
el asta superior del giro dentado, por encima de los animales controles
enjaulados en todos los tres grupos examinados (Figura R7) (ANOVA: F 4=
21.23 para el ARNm del Arc citoplasmatico en el asta superior del giro dentado;
Fs31 = 20.29 para la proteina Arc del asta superior del giro dentado; p<0.0001 en

todos los casos)
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Figura R7.- Se observa como el LPS incrementé significativamente el porcentaje de neuronas expresando
tanto ARNm como proteina Arc en el asta superior e inferior del giro dentado. La memantina revirtié este efecto retornado
el porcentaje de neuronas expresando Arc a los niveles del grupo tratado solo con FCEa. En el asta inferior destaca el
hecho de que la exploraciéon no parecié inducir un incremento en el porcentaje de células expresando proteina y ARNm
del Arc, ya que no hubo diferencias significativas, de los grupos de FCEa y LPS+mem, con respecto al grupo enjaulado,
lo que pone de manifiesto diferencias en cuanto a la respuesta del asta superior e inferior del giro dentado ante la

exploracion espacial.



El tratamiento con memantina revirtio el efecto del LPS tanto sobre el asta
superior como sobre la inferior. Estos resultados sugieren que el tratamiento con
memantina puede prevenir la alteracion de los patrones anatémicos de la
expresion de Arc, inducida por la exploracion en el asta superior e inferior del

giro dentado durante la administracion de LPS.

El Tratamiento con Memantina Normalizé el Porcentaje de Neuronas
Expresando Arc en las Neuronas Piramidales de CA3.

El tratamiento con memantina fue capaz para retornar el porcentaje de
neuronas expresando proteina y ARNm del Arc a niveles similares a los
animales a los que se les administr6 FCEa, llevando estos niveles a un
porcentaje significativamente mas bajo que los animales con LPS que
exploraron el mismo nuevo ambiente (Figura R8).

Figura R8.- Reconstruccién de CA3 con imagenes de microscopia confocal. Todos los animales se introdujeron
al mismo ambiente de exploracién. El grupo tratado con LPS (B,E) muestra un mayor porcentaje de neuronas
expresando Arc, a diferencia del grupo tratado solo con FCEa (A,D) y el administrado con LPS méas memantina (C,F) en
los cuales el porcentaje de neuronas expresando Arc fue muy similar. La memantina es por tanto eficaz para revertir la
expresion de Arc causada por el LPS.

La proporcion de neuronas piramidales expresando Arc después de la
exploracién de un ambiente novedoso en el area de CAS3, fue similar al que

previamente se ha reportado (aprox. 20%), (Vazdarjanova y Guzowsky, 2004,
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Ramirez -Amaya et al., 2005; Rosi et al., 2005). Siguiendo a la exploracion de un
nuevo ambiente, el porcentaje de neuronas piramidales expresando proteina y
ARNmM del Arc en animales tratados con LPS fue significativamente mas alto que
en los animales controles con FCEa que exploraron el mismo ambiente.
(ANOVA; F342=25.3, p<0.0001 para el ARNm del Arc, F342=20.18, p<0.0001
para la proteina Arc), (Figura R9). Estos resultados demuestran que el
tratamiento con memantina puedo prevenir los efectos del LPS sobre la

expresion del gen Arc inducido conductudlmente en el area de CA3.
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Figura R9.- Se muestra como en CA3 el LPS incrementd significativamente el porcentaje de neuronas
expresando ARNm y proteina del Arc. La memantina fue capaz de reestablecer tal incremento al nivel de los animales

tratados solo con FCEa. El mayor porcentaje de neuronas expresando Arc de los grupos FCEa y LPS mas memantina
con respecto al grupo control enjaulado, s debe la estimulacion que la conducta de exploracién provoca sobre la

expresion del gen.

En sintesis podemos decir que el tratamiento con memantina normalizo la
expresion del Arc alterada por la inflamacion, ademas de que redujo
significativamente el nidmero de la microglia activada dentro de las areas del
hipocampo en el giro dentado y en CA3; esto es, que la activacion selectiva de la
microglia provocada por la presencia de LPS dentro del hipocampo puede ser
reducida significativamente si se administra memantina. Esta previene la sobre
expresion de Arc y atenua los problemas de memoria producidos por el LPS

croénico.



DISCUSIONES

La Memantina Normaliz6 la Expresion Alterada del Arc durante la
Neuroinflamacion Croénica.

Consistente con otros recientes descubrimientos (Rosi et al., 2005), los
resultados de este estudio han verificado que el tratamiento crénico con LPS
dentro del cuarto ventriculo, causa un incremento selectivo y significativo en el
porcentaje de neuronas expresando Arc dentro de las areas de CA3 y del giro
dentado, lo cual ademas correlaciona con la presencia de microglia activada
dentro de estas mismas regiones. La expresion del Arc, como se sabe, es
dependiente del receptor NMDA (Steward y Worley, 2001), por tanto, estos
receptores, asi como las neuronas receptivas a ellos, corren un grave peligro
durante la neuroinflamacion, cuando los astrocitos y la microglia activa liberan
glutamato y citocinas proinflamatorias. Los niveles elevados de glutamato
provocan una sobre-estimulacién de la entrada de calcio a través del receptor
NMDA, con una transitoria regulacion a la baja de la expresion del gen de este
receptor (Goebel y Poosch, 2001) y una consecuente perdida de neuronas
receptivas al NMDA debido a la excitotoxicidad (Rosi et al., 2004). Asi, pues, los
niveles elevados de glutamato extracelular son, en gran medida, responsables
para el drastico incremento de las neuronas expresando Arc en estas zonas
cerebrales. A su vez, la entrada excesiva de calcio es uno de los factores que
retroalimentan la expresion alta del gen en una anormal proporcion de neuronas.

El hecho de que la memantina retorne a niveles normales tanto el ARNm
como la proteina del Arc, muestra que este farmaco repercute sobre la
trascripcion de Arc. Uno de los mecanismos que subyacen a este efecto, es un
resultado de la disminucién en los niveles de calcio que estimulan a la
postsinapsis por la presencia de los factores neuroinflamatorios, tales como el
LPS. Consistente con esta hipotesis, es el descubrimiento de que la expresion
de Arc es dependiente del receptor NMDA (Steward y Worley, 2001), que su
mediacion requiere calcio mediado por la activacion de AMPc (Waltereit et al.,

2001) y que se conoce que actia solo en el canal abierto del NMDA inhibiendo
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hacia las actuales despolarizaciones (Danysz et al., 1997). Esto sugiere que el
calcio juega un papel critico en los dafios cognoscitivos dados por la
neuroinflamacién crénica. A causa de que la memantina provee un bloqueo
parcial del receptor NMDA vy restringe la entrada de calcio, enfrenta y
contrarresta los niveles altos de sinapsis glutamatérgicas, este tratamiento
puede prevenir el decline en el aprendizaje y la memoria atenuando la
neuroinflamacion, lo cual puede ser particularmente importante en la prevencion
de la disfuncién neuronal.

Actualmente, la memantina se usa para la enfermedad de Alzheimer, y a
diferencia de otros antagonistas del receptor NMDA, actla solo en el canal
abierto sin afectar los receptores inalterados. Estudios electrofisiolégicos han
mostrado que la memantina puede inhibir las corrientes del receptor NMDA con
un valor de ICsg en el rango cercano de 2nM (Danysz et al., 1997). Por eso este
farmaco, a través del receptor NMDA vy restaurando el sefialamiento normal de
calcio, puede llevar a un nivel normal la expresion de Arc dentro de CA3 y del
giro dentado. Asi, los resultados de este estudio sugieren que las neuronas del
hipocampo expuestas al LPS, son mas susceptibles para la excitacién
glutamatérgica a traveés del componente del receptor NMDA, mientras que el
tratamiento con memantina es capaz de restaurar la expresion fisiologica del
Arc, protegiendo del avance de la inflamacion y del incremento en la proporcion

de neuronas activadas por la exploracion espacial.

El Tratamiento con Memantina Reduce el Nimero de Microglia Activada.
Durante la neuroinflamaciéon varios estimulos pueden afectar
selectivamente la funcién glial o neuronal, lo que al final puede tener como
consecuencia un alteracién en el dialogo entre estas células que trastoca la
funcibn normal de los procesos cognoscitivos. A causa de que la microglia
responde rapidamente para el dafio neuronal y tiene fuertes efectos sobre
neuronas y astrocitos, las células microgliales sin duda alguna inciden en el
despliegue de la cascada multicelular que se produce en los mecanismos de

plasticidad sinaptica afectados por un dafio en el tejido. El dafio neuronal



inducido por distintos estimulos, usualmente resulta en cambios funcionales y
morfolégicos en las células gliales circundantes, constituyendo esto lo que se
conoce como activacion glial. Se ha propuesto que la activacion de las células
gliales y los consecuentes procesos neuroinflamatorios, contribuyen a la etapa
inicial de la enfermedad neurodegenerativa (Benveniste et al., 2001).
Previamente se ha demostrado que el efecto de la neuroinflamacion es selectivo
a la region, de igual manera en que la presencia de microglia activada
correlaciona, en forma especifica a la region, con la alteracién en la expresion de
la actividad sinaptica relacionada con el gen Arc (Rosi et al., 2005).

Los presentes resultados muestran que el tratamiento con memantina es
capaz de reducir el nidmero de microglia activada en vivo durante la
neuroinflamacion cronica. Lo cual es consecuente con el descubrimiento
reciente de que el tratamiento con memantina aumenta la recuperacion funcional
y promueve efectos anti-inflamatorios en un modelo en rata de hemorragia
intracerebral (Lee et al., 2005). A su vez, se ha descubierto que los animales
tratados con memantina tienen significativas reducciones en la cantidad de la
degeneracion neuronal, cuando esta ha sido inducida por beta-amiloide (Miguel-
Hidalgo et al., 2003). Con base en esto, la cuestion seria saber si la memantina
puede actuar directamente sobre las células microgliales o indirectamente a

través de todas las neuronas.

Efectos de la Mematina sobre la Activacion Microglial

Aunque se conoce que el contacto directo entre las células gliales y las
neuronas, asi como los factores solubles liberados por estas ultimas cuando
estan peligro, juega un papel importante en el fenomeno inflamatorio, mucho de
la naturaleza de la sefal que induce la activacion glial en respuesta al dafio
neuronal permanece desconocida.

Se ha observado que la alteracion en las neuronas, a causa del alto nivel
de glutamato, hace que estas liberen guimioquinas que a su vez activan a las
microglias tanto cercanas como remotas (de Jong et al., 2005). En este sentido

se ha visto, en estudios in vitro (Viviani et al., 2005), que la exposicién de las
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neuronas al IL-1b, una citocina proinflamatoria producida tanto por neuronas
como por glias en varias condiciones patolégicas, pude aumentar
significativamente la funcion de los receptores NMDA. Asi mismo, el factor alfa
de necrosis tumorosa (FNT-a) es otra citocina proinflamatoria importante
liberada por microglias y neuronas, la cual es un eslabon entre la sobreactividad
neuronal y la modulacion de la microglia. La expresion de FNT-a es inducida
rapidamente en neuronas siguiendo la activacion de los receptores NMDA, lo
cual es una sefal para la activacion y proliferacion de la microglia circundante
(Akiyama et al., 2000). Esta citocina puede impedir la recaptacion del glutamato
por los astrocitos, resultando en un incremento del glutamato extracelular. La
microglia reactiva puede continuar expresando FNT-a como parte de la
amplificacion y el mantenimiento de la cascada inflamatoria. Los datos in vitro
sugieren que el FNT-a puede causar la liberacion de otras citocinas, tales como
la IL-1b de astrocitos reactivos, que puede incrementar la entrada de iones de
calcio en la postsinapsis, sugiriendo mecanismos de activacion de la microglia y
de las neuronas tanto autdcrinos como paracrinos, (Akiyama et al., 2000).

Por otro lado, se ha sugerido la hipétesis de que los cerebros con la
enfermedad de Alzheimer proveen el apropiado ambiente inflamatorio, mediado
microglidlmente, para que el glutamato y el TNF-a estimulen sinérgicamente la
activacion toxica de sus respectivas redes de comunicacion con las neuronas,
contribuyendo con ello al mecanismo de muerte celular (Floden et al., 2005). Por
lo tanto, el nivel elevado de estas citocinas proinflamatorias presentes durante la
neuroinflamacién crénica (Griffin et al., 1998), exacerba la activacion de los
receptores NMDA con el consecuente incremento de Ca'™, la alteracion del gen
tempranamente inmediato Arc y la liberacion de factores que mantienen e
incrementan el ciclo vicioso.

La memantina puede interrumpir este circulo a nivel neuronal y/o a nivel
gial o en ambos. Debido a esta habilidad para aminorar la sobre-estimulacion de
los receptores NMDA, la memantina restaura la funcién sinaptica normal y
consecuentemente previene la liberacidon de moléculas proinflamatorias de las

neuronas alteradas asi como la consecuente activacion de la microglia cercana.
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Durante la infusion de LPS los niveles altos de glutamato activan la
fosfolipasa A2 (PLA2) con la consecuente liberacién de &cido araquidonico (AA)
por las neuronas. Esto resulta en la formacion de prostaglandinas que acttan
sobre la microglia para incrementar el ciclo de la inflamacion (Lee et al., 2004).
Al restaurar la entrada normal de calcio, la memantina puede prevenir la
liberacion de AA y la consecuente liberacion de prostaglandinas lo cual conlleva
a una baja activacion de células gliales.

El hecho de que la memantina normalice la expresion del gen y disminuya
la actividad microglial sin afectar el numero total de microglia, sugiere que el
calcio es critico para el mantenimiento de la completa respuesta inflamatoria. En
conjunto, los resultados pueden explicar en principio que en la presencia de
LPS, la memantina, al bloquear aleatériamente los canales abiertos del NMDA,
retorna a la normalidad los mecanismos de expresion del gen y detiene el ciclo
autopropagatorio de la neuroinflamacion. Lo cual es congruente con el evidencia
de que, de igual forma, aumenta la recuperacion funcional y los efectos anti-
inflamatorios en un modelo de hemorragia intracerebral (Lee et al., 2004).

Con respecto al mecanismo molecular especifico que media el efecto de
la memantina sobre la microglia activada, la cuestion radica en saber si puede
actuar directamente sobre las células microgliales o indirectamente afuera a
través de las neuronas, o en ambas. Parece ser que la evidencia apunta a la
idea del efecto indirecto sobre la sinapsis por medio de las neuronas. Ya que ni
los astrocitos ni la microglia activa parecen expresar receptores NMDA, el cual
es el sitio de accion de la memantina, implicando que la reduccion de la
activacion de la microglia es un mecanismo indirecto que actia a través de las
neuronas. En apoyo de esta hipotesis, no se encontrd evidencia de la expresion
de los receptores NMDA en células microgliales activadas durante la
neuroinflamacion cronica. Asi mismo, la actividad sinaptica repercute
necesariamente sobre la activacion de la microglias, ya que estas células
poseen un canal de potasio que hace que sean muy sensibles a los cambios en
el potasio extracelular (Katterman et al., 1990), haciéndolas muy susceptibles a

la despolarizacion neuronal (y a la consecuente liberacion de potasio
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circundante). Por tanto, el estado activado se halla determinado directamente
por la despolarizacion neuronal que ocurre, en mayor medida, durante la
neuroinflamacion. La memantina, que actla directamente para contrarrestar el
incremento en la despolarizacion neuronal, decrementa en consecuencia la
activacion microglial.

No obstante, hay evidencia en la literatura de la expresion de
subunidades del receptor al glutamato en células gliales del area CAl del
hipocampo, siguiendo a la isquemia transitoria del cerebro posterior (Gottlieb y
Matute, 1997); por lo que no se puede excluir la posibilidad de que en este
periodo (28 dias), las células microgliales ya no expresen algun receptor NMDA
y el efecto que se observo esté relacionado a una accién temprana sobre ellas
en la que presuntamente podrian haber tenido tales receptores. Por
consiguiente, la accion directa de la memantina sobre la microglia necesita ser
tomada en cuenta, a pesar de la carencia patente de los receptores NMDA en
estas células. Con mayor razén si se toma en cuenta que la memantina muestra
afinidad para los receptores nicotinicos alfa-7, los cuales son expresados
también por la célula microglial. Esto abre la posibilidad para considerar una
accion directa de la memantina sobre estas ceélulas, la cual estaria basada sobre
estos receptores nicotinicos recientemente descubiertos en un cultivo de
microglia (Shytle et al., 2004); pese a que dicho farmaco muestra una baja

afinidad por ellos.

En General el Tratamiento con Memantina Rehabilita el Dialogo Microglia-
Neurona

Debido que la neuroinflamacion es un proceso complejo que implica una
retroalimentacién constante entre las neuronas y las glias, del cual depende el
umbral que desencadena la respuesta inflamatoria o, en contraste, se
promueven sustancias que la contrarrestan, el problema se situa de la siguiente
manera: esta la respuesta inflamatoria desatada en principio por las neuronas
gue detectan un estado aversivo en su medio, 0 por el contrario las células

gliales son las que detectan tal estado y después se comunican con las
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neuronas; ¢como interactian las relaciones entre los dos tipos de células para
promover o detener la inflamacién del tejido?

Ya que la microglia reacciona rapidamente al dafio neuronal provocando
un marcado efecto sobre las neuronas y los astrocitos, es claro que desempefia
una cierta eficacia sobre la organizacion de la cascada multicelular que siguen a
la plasticidad y al dafio sinaptico. La activacion cronic a de la microglia causa una
significativa y prolongada produccién de citocinas microgliales, lo cual lleva al
dafio de las células neuronales y a mayor activacion de la microglia. Asi, los
varios estimulos que durante la neuroinflamacion pueden selectivamente afectar
la funcion neuronal y glial, traen como consecuencia final una disfuncionalidad
en la interaccién entre estos dos tipos de células que conduce a un ciclo toxico
de retroalimentacion positiva en el cual la microglia activada libera mediadores
inflamatorios, tales como citocinas (IL-13 y TNF-a) y &cido araquidonico. Estos
factores claramente pueden exacerbar el dafio neuronal (Griffin et al.,, 1998;
Akyiama et al., 2000; Mrak y Giriffin, 2005). Todo esto apunta a la existencia de
ciclos de neurodegeneratividad que son dependientes de las interacciones
microglia-neurona tal como los sugeridos para la enfermedad de Alzheirmer y
otras enfermedades neurodegenerativas.

Lo cual destaca que la habilidad de la microglia para prevenir o empeorar
el dafio neuronal es altamente dependiente de un equilibrio entre las
interacciones de las microglias y las neuronas (Polazzi y Contestabile, 2002).
Estas ultimas células, cuando se encuentran saludables, tienen una fuerte
incidencia sobre la amplitud y la duracién de la activacién de la microglia, asi
como en la modulacion del dafio relacionado con la edad en las funciones
cognoscitivas (Mrak y Griffin, 2005). Por tanto, restaurar neuronas saludables
puede prevenir la activacion de la microglia y detener el ciclo vicioso que lleva a
la muerte neuronal fnal. Estas observaciones resultaron en el concepto de que
la memantina, al restaurar la dinamica normal de calcio y el funcionamiento
neuronal relacionado con esta, previene la liberacion de factores de sefalizacion
gue la microglia activa. Mientras el uso de farmacos antiinflamtorios puede traer

consigo, como efecto colateral, el desactivar toda la microglia, una accion



indirecta del farmaco que restaure la normalidad en una fase temprana de la
inflamacion, puede tener menores consecuencias colaterales dejando a las

microglias todavia con capacidad para responder a cualquier otro dafio.

La Memantina Restituye el Desempefio Conductual, Afectado por la
Neuroinflamacion, en Tareas de Aprendizaje Espacial.

Es importante resaltar que la memantina no afecta la actividad locomotora
espontdnea ni otras conductas tales como el nado en el laberinto de agua de
Morris. Los datos de este estudio demuestran que, en dosis neuroprotectivas, no
tiene efecto sobre el aprendizaje y la memoria, por el contrario, su
administracion mejora el desempefio en la adquisicion, alterada por la
administracion de LPS, de la tarea espacial en el laberinto mencionado,
restituyendo el comportamiento sino al nivel de los animales que no padecen
neuroinflamacion si en nivel mas 6ptimo que los que si la padecen. Sin embargo,
estos efectos son dependientes de la dosis administrada. Recientes reportes
(Creeley et all., 2006) que usaron ratas hembras adultos, sugieren que una
administracion aguda de memantina (20 mg/kg) por inyeccion intraperitoneal
produce efectos no esperados sobre algunas conductas y por consiguiente
sobre los mecanismos moleculares mencionados en este estudio; con tales
dosis altas se han reportado ataxias, miorelajacion y estereotipias (Wenk et al.,
1996). En humanos, las dosis terapéuticas (tipicamente de 20-30 mg/dia) por un
periodo estable (tratamiento crénico de varias semanas), muestran niveles de
memantina en sangre en un rango de 0.4-0.9 uM. En este estudio se logrd
obtener un nivel de farmaco en sangre igual que el dado en humanos con dosis
terapéuticas, gracias al mecanismo de las minibombas osmoticas; esto gracias a
gue la memantina se acumula en compartimientos intracelulares (principalmente
por lisosomas).

Mientras que algunos antagonistas al receptor NMDA, en dosis altas
bloquean la plasticidad sinaptica, asi como el aprendizaje en la tarea de nado de
Morris, la memantina, a dosis bajas, tiene de una baja a moderada afinidad por

el canal del receptor NMDA, y exhibe caracteristicas blogueantes de canal



dependientes de un fuerte voltaje, asi como una rapida cinética por la que no
bloquea el canal por un tiempo prolongado (Parsons et al., 1995). A causa de
estas propiedades farmacoldgicas y biofisicas Unicas, la memantina dada en
dosis bajas puede bloquear selectivamente el influjo patolégico de calcio a
través de los receptores NMDA sin afectar la transmision dependiente de voltaje
del receptor NMDA, lo cual es critico para el aprendizaje y la memoria
(Zajaczkowski et al., 1996) y la durabilidad de la plasticidad sindptica (Barnes et
al., 1996).

Aproximaciones Generales

Llegado a este punto, es de primordial importancia el tratar de aclarar los
limites a los que se cifien los siguientes planteamientos, en tanto son producto
de un trabajo para acreditarme como licenciado, no pueden, ni mucho menos,
resolver las distintas preguntas que se plantean con esta investigacion. Ya que
estas, como se hizo ver, se plantean en mdltiples niveles de analisis, y puesto
gue mi formacion como psicofisiélogo me obliga a intervenir en la articulacion de
algunos de esos espacios teéricos —en especial entre la fisiologia y la teoria
psicologica del aprendizaje-, pretendo menos resolver incégnitas que plantear
justas consideraciones que puedan servir de hilo conductor para futuras
investigaciones.

Las discusiones precedentes dejan claro que la memantina, en
concentraciones terapéuticamente relevantes, protege contra la disfuncién
neuronal inducida por la neuroinflamacion crénica, permitiendo que la expresion
de Arc recupere sus caracteristicas normales. La cuestion que se pretende
abordar en este apartado, es la que se refiere a la relacion que tienen los
mecanismos fisiologicos implicados en la neuroinflamacion con respecto a la
teoria del aprendizaje y la memoria que se esbozo en el primer capitulo.

Es claro que el patrén alterado de la expresion de Arc dentro del
hipocampo repercute, dado el papel conocido que este gen tiene en la
participacion para la formacion del citoesqueleto, en los dafios cognoscitivos

observados en enfermedades neurodegenerativas asociadas con la



neuroinflamacion. La sobreexcitacion glutamatérgica causada por la respuesta
inflamatoria determina la sobre-expresion de Arc, a la par de que hace a esta
mas difusa, ya que paraddjicamente existe una menor cantidad de receptores
NMDA.

Parece ser que este fendbmeno impide la formacion normal de la
memoria, lo cual puede estar causado por la interrupcién inmediata en el patron
de disparo del ensamble neuronal, o porque no permita a la reverberacion
coordinada inicial del ciclo de fase consolidarse los cambios estructurales
propios de la memoria a largo plazo. Como la trascripcion de este gen en ondas
de expresion determinadas por periodos especificos de tiempo se ve
desregulada, se afecta la repeticion coordinada a largo plazo de los circuitos
neuronales con lo cual la capacidad de representacion de la informacion se ve
reducida; o, un tercer caso, es que estén afectadas ambas cosas a la vez, la
coordinacion de disparo inmediata del ensamble y la mediada por distintos
periodos.

En este sentido, dado que el gen Arc se traslada de manera especifica a
las regiones dendriticas donde existe mayor activacion, participa por ello en los
procesos de reclutamiento y exclusion de las conexiones sinapticas de los
ensambles neuronales, la neuroinflamacién, al trastornar el orden especifico de
encendido provoca un sobrelapamiento de disparo cadtico; esto podria explicar,
no solo las deficiencias para memorizar nueva informacion, sino el estado casi
permanente de confusion tipico de la demencias seniles tales como el
Alzheimer.

Ahora bien, en los enfermos con demencias seniles, tipo Alzheimer, la
incidencia de la patologia en la memoria atafie sobre todo a la dificultad de
almacenar nueva informacion (Germano y Kinsella, 2005) para la formacién de
nuevos recuerdos, quedando los mas viejos, asi como los relacionados con las
conductas basicas de supervivencia, mas renuentes a desaparecer; estos, por
decirlo asi, resisten mas y solo sen gravemente afectados en los grados mas

avanzados de la enfermedad. Esto indica que los sistemas neuronales mas



primitivos, incluyendo los innatos, son menos susceptibles a las patologias
relacionadas con la neuroinflamacion.

Lo cual no es de extrafar si se considera la teoria de que el aprendizaje
no es realmente algo ajeno lo innato, sino la recombinacion de este, la
complejizacion de los circuitos que lo constituyen. El aprendizaje fortalece los
circuitos de fase neuronales primitivos por medio de engrosar y hacer mas
robustas sus sinapsis, formar nuevas conexiones que se articulan sobre estas,
asi como la incorporacion de nuevos ensambles que harian redundante el
procesamiento por la codificacion en paralelo de la informacion. Asi, cuando el
sistema sufre dafio, las perdidas neuronales y conectivas van disminuyendo la
complejidad de los ensambles hasta que se reducen como a su periodo inicial
basico, por la desaparicion de todos los ensambles que redundan sobre las
mismas memorias. Esto puede servir para explicar porque no es claramente
discernible, a no ser por la velocidad del dafio, la degeneracion producto del
envejecimiento y la provocada por una enfermedad demencial. El proceso
general, como lo indican los descubrimientos, parece ser el mismo y la
enfermedad se manifiesta solo cuando se alcanza un cierto grado de
degeneracién, o lo que es lo mismo, si asi puede decirse, cuando la
descomplejizacion de los circuitos de fase neuronales ha alcanzado un grado
suficiente para que el sujeto manifieste problemas en su vida social y laboral;
también es congruente con las nociones que hablan de una cierta reserva
cognoscitiva, segun el ejercicio intelectual que halla tenido el paciente a lo largo
de su vida, tendrd mayor o menor resistencia a la degeneracion neuronal.

La memantina, al incidir sobre la inflamacion del tejido permite la
expresion coordinada del Arc, es decir, que la respuesta difusa de los ensambles
neuronales vinculada a las disfunciones en la memoria, en el GD y CA3, es
restituida gracias a limitar su expresion y recobrar la escasez de su codificacion,
con lo cual se detiene, hasta cierto punto, la degeneracién provocada por la
excitoxicidad permitiendo que los ensambles celulares se activen eficazmente y

coadyuven, ya que sobre estos se cimentaran los cambios plasticos, al
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fortalecimiento y/o la formacion o de nuevos ciclos de fase que compensen los

gue ya se perdieron.

Cuestiones a Considerar en Futuras Investigaciones.

Debe ser notado, sin embargo, que la memantina fue dada junto con el
LPS lo que destaca su capacidad para contrarrestar los efectos de una
inflamacion temprana; habria que ver si funciona de igual manera ante un
proceso mas largo de neuroinflamacién. También es importante determinar
como afecta la memantina en la comunicacién entre las distintas vias de entrada
del hipocampo, como estas participan en las interacciones inflamatorias
presentes dentro del circuito hipocampal.

En general la memantina representa un avance en los tratamientos
tradicionales con drogas anti-inflamatorias. A diferencia de estos tratamientos
que por lo regular suprimen toda microglia, la memantina se dirige sobre la
microglia activada, dejando viva a las demas células de este tipo vivas y con
capacidad para responder a otros dafios cerebrales. El efecto este farmaco
sobre la plasticidad sinaptica durante la neuroinflamacién y su habilidad para
restaurar el adecuado dialogo neurona-glia, sugiere que las aproximaciones
farmacoldgicas pueden ser utiles en condiciones inflamatorias cerebrales, las
cuales son neuropatogénicas, no solo la del Alzheimer, sino también el
traumatismo cefélico, autismo, sindrome de Down y en enfermedades
desmielinizantes como la esclerosis multiple.

El enfoque para afrontar tales padecimientos, desde este punto de vista,
es tanto mas eficaz cuanto que introduce distintos niveles de analisis que
implican la intervencion de diversas disciplinas cientificas (biologia, psicologia,
medicina, etc), que podrian ir desarrollando cada aspecto del problema en su
propio terreno teaorico.
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