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A Alberto

Oh we're absolute beginners
With nothing much at stake
As long as you're still smiling
There's nothing more I need
I absolutely love you
But we're absolute beginners
But if my love is your love
We're certain to succeed

From F to A
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ABREVIATURAS
ACSF: Liquido cefalorraquideo artificial
AK: Acido Kainico.

Arc: proteina del citoesqueleto regulada por actividad (“Activity regulated cytoskeletal

protein”).

CAC: Condicionamiento Aversivo Contextual.

CC: Con condicionamiento.

CE: Corteza Entorrinal.

CG: Capa Granular.

CH: Contralateral.

D.O: Densidad Optica.

d AK: Dias posterior a la infusion de AK.

d Sham: Dias posterior a la introduccion de canula.
GD: giro dentado.

H: Hilus.

HI: Hemisferio ipsilateral.

Explora: Tarea de Exploracion

IEGs: Genes de expresion temprana (“Inmediately early genes™)
MAC: Memoria Aversiva Contextual.

PSD: Densidad postsinaptica (Post Synaptic Density).

PSD-95: Proteina de la Densidad Postsinaptica 95 (“Postsinaptic Density protein 95”).



SAP90: Proteina asociada a la sinapsis 90 (“Synapse-associated Protein 90”)
SNC: Sistema Nervioso Central.

SB: Solucion de bloqueo.

SYP: Sinaptofisina.

TA: Temperatura ambiente.

TA: Via Temporoamonica.

TN: Toda la noche.

VP: Via Perforante.

VPL: Via Perforante Lateral.

VPM: Via Perforante Medial.

VS: Vesiculas Sinapticas.



1. RESUMEN

El cerebro del mamifero es un érgano plastico, ya que las células que lo componen tienen la
capacidad de responder de forma dinamica al ambiente, a la experiencia y al dafio mediante
la modificacion de los circuitos neurales. El hipocampo es una estructura con alta capacidad
de modificarse y en la que ocurren cambios continuos como respuesta a procesos de
aprendizaje y memoria, asi como a eventos patologicos. Las neuronas del hipocampo son
susceptibles al dafio excitotoxico, el cual ocurre como denominador comun en eventos
como el dafio isquémico, crisis epilépticas o traumatismos craneo encefalicos. La afeccion a
una region particular del hipocampo compromete el funcionamiento de toda la estructura,
ya que las subregiones que lo componen estan conectadas entre si. Cada subregion del
hipocampo, CAl, CA3 y giro dentado (GD) responde ante demandas cognitivas
particulares; asi por ejemplo, el GD media la memoria contextual. Aun cuando nuestro
grupo y otros han mostrado que el GD tiende a reorganizarse a nivel celular posterior a una
lesion, se desconoce la regulacion de mecanismos mas sutiles de plasticidad, como la
regulacion de proteinas asociadas a la plasticidad sindptica y funcional del giro dentado
ante una demanda cognitiva particular como la induccion de la memoria contextual o ante
una tarea de exploracion. El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar, a través del analisis
de contenido de proteina, la plasticidad sinaptica y funcional de las células del giro dentado
en respuesta a una demanda conductual y en consecuencia al dafio hipocampal. Para ello, se
realizd una infusion excitotoxica hipocampal por medio de la inyeccion intracerebral de
0.75nM de acido kainico (AK), y 10 o 30 dias posteriores a la infusion se indujo la
activacion del GD del hipocampo por medio de una de dos tareas: exploracion y evocacion
espacial o condicionamiento y memoria aversiva contextual. Inmediatamente después de
inducir el reconocimiento espacial o el recuerdo aversivo contextual, se sacrific a los
animales y, por medio de electroforesis y andlisis de contenido de proteina, se evaluo la
expresion de diversas proteinas sinapticas como Sinaptofisina (SYP), de la Densidad
Postsinaptica 95 (PSD-95) o por sus siglas en inglés “Postsynaptic Density 95”, asi como
de la proteina asociada a la activacion funcional, Arc (por sus siglas en inglés “activity
regulated cytoskeletal protein” o proteina del citoesqueleto regulada por actividad). En
condiciones fisiologicas, la evocacion de la memoria aversiva contextual, tarea propia del

1



GD, no se acompafia de modificaciones significativas en los niveles del contenido de
proteinas sinapticas, como SYP, PSD-95 o Arc en comparacion con los grupos sometidos a
una tarea de exploracion. Los niveles de las proteinas SYP y Arc mostraron un aumento
hacia los 30 dias después de la infusion de AK con respecto a los grupos evaluados a 10
dias post tratamiento en la condicion de exploracion espacial. Estos datos sugieren que
como consecuencia de un proceso excitotoxico, las células del GD sufren modificaciones a
nivel sinaptico y funcional como parte del repertorio de respuestas asociadas al

reorganizacion neuronal post dafo y de cara a demandas cognitivas especificas.



2. INTRODUCCION

A principios del siglo XX prevalecia la idea del cerebro como una estructura estable e
inmodificable. El anatomista Santiago Ramoén y Cajal consideraba que en el sistema
nervioso central (SNC) adulto “una vez terminado el desarrollo, las fuentes de crecimiento
y regeneracion de axones y dendritas se agotan irrevocablemente. En el cerebro adulto, las
vias nerviosas son fijas e inmutables; todo puede morir, nada puede regenerarse”
(Brailowsky, 1998; Azmitia, 2007). Sin embargo, estudios subsecuentes al postulado de
Cajal hacen explicita la capacidad del SNC para alterar su estructura y funcion a lo largo
de la vida, sustituyendo la vision tradicional de un sistema adulto estitico por la de un
sistema en el que ocurren modificaciones dinamicas en respuesta a eventos intrinsecos y

extrinsecos, es decir, un sistema adulto plastico (Nudo, 2006).
2.1 Plasticidad Nerviosa.

La plasticidad nerviosa se refiere al conjunto de cambios estructurales y funcionales que
involucran tanto alteraciones en la fuerza de las conexiones existentes, como en el
establecimiento de nuevas conexiones neurales o sinaptogénesis (Ding et al., 2005). En el
cerebro, estos eventos ocurren de manera continua durante las primeras etapas del
desarrollo ontogénico, pero también ocurren en el adulto en respuesta a modificaciones en
el medio ambiente como a la exposicion a ambientes enriquecidos, al ejercicio y en
respuesta a procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria, y también como

consecuencia al dafio cerebral (Nudo, 2006).

La plasticidad nerviosa tiene manifestaciones diversas que incluyen cambios a nivel
molecular y celular, y que impactan a nivel de circuitos. Estas manifestaciones pueden
formar parte tanto de un repertorio de adaptacion que despliega el sistema nervioso en
condiciones fisiologicas, como de dafo. Sin embargo, en condiciones patologicas, el

sistema también puede desplegar respuestas maladaptativas.

Algunas de las respuestas plasticas adaptativas del sistema nervioso incluyen la sintesis y
liberacion de factores neurotroficos, asi como de neurotransmisores, aumento Yy

disminuciéon de receptores postsindpticos, sinaptogénesis, neurogénesis y desarrollo de



nuevas redes neurales como resultado del rebrote axonal y dendritico, entre otras (Deller y

Frotscher, 1997; Bidmon et al., 1998; Zepeda et al., 2004).
2.2 Plasticidad posterior al dario del sistema nervioso central.

En mamiferos, el potencial para la neuroreparacion subyace en la plasticidad, permitiendo
una recuperacion estructural y funcional en varias regiones cerebrales en condiciones

posteriores a dafo.

En un proceso de dafio cerebral ocurren diversos eventos, que incluyen el desequilibrio
ionico, la disfunciéon y muerte celular, la proliferacion celular y vascular, asi como
respuestas maladaptativas o adaptativas de las células que incluyen cambios anatomicos y
bioquimicos de las células remanentes. Cuando las modificaciones adaptativas sobresalen,

¢éstas pueden conducir a la reorganizacion funcional de la region dafiada (Fig. 1).

Un ejemplo de plasticidad adaptativa es aquel en el que la corteza cerebral se reorganiza
posterior a un dafo. En primates, la lesion cortical de la regiéon encargada de la
representacion del dedo pulgar conduce a la reorganizacion de los mapas corticales de tal
representacion, que se extiende a areas adyacentes (Merzenich et al, 1983; Nudo, 2006).
De esta forma, algunos grupos de células que no estaban inicialmente asociadas a la
funcion del dedo pulgar, modifican sus respuestas permitiendo la recuperacion funcional.
La reorganizacion en las respuestas de las células remanentes a un proceso de dafio ha sido
extensamente documentada y se considera una de las expresiones de plasticidad que pueden
conducir a la neuroreparacion (Jenkins y Merzenich, 1987; Nudo y Milliken 1996; Zepeda
et al., 2004; Cheatwood et al., 2008).
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Figura 1. Algunos procesos asociados al daiio cerebral. La secuencia temporal de los acontecimientos se muestra a lo largo de
una linea de tiempo esquematizada hasta los 180 dias después de dafio. El sombreado mas oscuro destaca la intensidad maxima
del mecanismo especifico. Procesos iniciales para la recuperacion se muestran en color rosa. Los procesos de génesis de células se
muestran en color azul, mientras que las que subyacen a la plasticidad adaptativa se muestran en verde (Modificado de Wieloch y
Nikolich, 2006).

En un proceso de lesion se presentan modificaciones en la organizacidon celular que
subyacen diferentes cambios neuroanatomicos. Algunas de estas modificaciones se
expresan en cambios a nivel del citoesqueleto de neuronas remanentes que pueden dar lugar
a la elongacion axonica y a un aumento en la arborizacion dendritica (Jones et al., 1992;
Darian—Smith y Gilbert, 1994), asi como también a la reorganizaciéon de la estructura
sinaptica como es la regeneracion presindptica o postsinaptica que puede culminar en
sinaptogénesis (Briones et al., 2006) o que puede implicar la modulacién en la

neurotransmision excitadora e inhibidora ( Zepeda, 2004).

Una de las tantas formas que dan lugar a la remodelacion sinaptica es la sinaptogénesis o
generacion de nuevas sinapsis. En el desarrollo, la sinaptogénesis se produce durante un
periodo prolongado, comenzando durante la embriogénesis y extendiéndose hasta el
periodo postnatal, aproximadamente al dia 90 en el hipocampo de los roedores. El proceso

estda mediado por interacciones célula-célula que controlan diferentes procesos celulares en



una secuencia jerarquica altamente orquestada de eventos que median la competencia,
colocacion, composicion, tamafio y estabilidad de las sinapsis funcionales (Waites et al.,
2005). La sinaptogénesis también ocurre en el adulto, y se le reconoce como un sustrato del

aprendizaje y la memoria (Waites et al., 2005).

Existen moléculas que se han empleado como reporteras de modificaciones estructurales y
sindpticas; una de estas moléculas es la proteina Sinaptofisina (SYP). La SYP es una
glicoproteina asociada a la membrana de vesiculas sinapticas (VS), presentes en los botones
presinapticos de axones. Se ha propuesto que esta proteina es necesaria para el anclaje y
reciclaje de VS (Valtorta et al., 2004), y su expresion se ha empleado ampliamente como
correlato de formacion de sinapsis tanto en procesos de memoria (Nithianantharajah y
Murphy, 2008), como en procesos de dafio. Thompson y colaboradores (2006),
demostraron un aumento de la proteina SYP en el hipocampo 24 horas posteriores a un
traumatismo craneoencefalico moderado en la corteza cerebral de ratas, mismo que se
mantuvo hasta 21 dias posteriores al trauma, lo que sugeria cambios en la formacion de

nuevas sinapsis posterior al dafio.

Otra proteina que se sabe tiene un papel fundamental en la modificacion de la
ultraestructura sindptica es la Proteina de la Densidad Postsinaptica-95 (PSD-95) por sus
siglas en inglés “Postsinaptic Density 95”0 también conocida como SAP90 ( por sus siglas
en inglés “Synapse-associated Protein 90”) (Kim et al, 1998; Xu, 2011). Esta es una
proteina de andamiaje que se encuentra de forma abundante en la densidad postsinaptica
(PSD) de botones dendriticos. PSD-95 es miembro de la familia asociada a la membrana
guanilato cinasa (MAGUK), es una de las proteinas mas abundantes en la densidad post-
sinaptica y se ha propuesto que regula diversos aspectos de la transmision sinaptica, ya que
se acopla y coordina multiples vias que regulan la estructura y funcidon sinaptica. De su
expresion se ha visto que dependen diferentes tipos de memoria dependientes del
hipocampo como la memoria de lugar y la memoria aversiva contextual (Migaud et al,

1998; Nagura et al., 2012).

La expresion a la alta o a la baja de estas proteinas puede proveer un correlato sobre la

plasticidad sindptica como sustrato en la reorganizacion neuronal posterior a un dafo.



Otro correlato molecular de la plasticidad nerviosa es la expresion de genes de expresion
temprana neurales (IEGs, por sus siglas en inglés, “immediate early genes”), los cuales
codifican para factores de transcripcion, para proteinas de citoesqueleto y otras proteinas
implicadas en la traduccion de sefiales. Uno de los IEGs que resultan de particular interés
en el ambito de la reorganizacion y neuroreparacion es arc (gen asociado a la actividad
regulada por el citoesqueleto), ya que puede modular cambios en el citoesqueleto neuronal
y que se expresa a nivel de la sinapsis, confiriéndole un papel importante tanto en la
remodelacion estructural, como en la funcional. Tanto el ARNm de arc, como el producto
proteico (Arc) estan presentes en dendritas y se enriquecen en el sitio de la actividad
sinaptica local, lo que sugiere que Arc también se sintetiza localmente mediando
modificaciones del citoesqueleto dendritico en sinapsis “activas” (Lyford et al., 1995;

Lanahan y Worley, 1998; Bramham ef al., 2008; Bramham et al., 2010).

La expresion de Arc se ha asociado a la modulacion de otras proteinas reporteras de
eventos plasticos, ya que su sintesis se requiere para la estabilizaciéon y expansion de
proteinas como F-actina (proteinas globulares que forman los microfilamentos del
citoesqueleto), que promueve el mantenimiento o consolidacién de la LTP y su expresion
se requiere también para mantener la fosforilacion de la proteina cofilina que esta asociada

a la familia de las actinas (Messaoudi et al., 2007).

Asimismo, se ha observado que Arc co-inmunoprecipita con PSD-95 lo cual podria indicar
una actividad de modulacion sobre la expansion de la PSD de las neuronas activas (Lyford
et al., 1995). De esta manera, la presencia de Arc sugiere un estado de activacion neuronal
y un estado dindmico del citoesqueleto, necesario en un proceso plastico, evidenciando el

papel de Arc como una proteina clave en el proceso de plasticidad neuronal.

En términos funcionales, se ha planteado que la expresion de Arc se requiere para que
ocurran eventos de plasticidad sindptica de largo plazo pues en estudios in vivo en el GD se
ha demostrado que su inhibicion especifica perjudica el mantenimiento, pero no la
induccion de la LTP (Guzowski et al, 2000). Se ha demostrado el papel que juega la
sintesis de Arc en la formacion de diversas formas de memoria dependientes e
independientes del hipocampo, incluyendo el paradigma de exploracion (Ramirez-Amaya

et al., 2005), laberinto espacial de Morris, en la tarea de reconocimiento de objeto, en la
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aversion condicionada al sabor (Morin et al., 2011), y en el condicionamiento aversivo

contextual (Plath et al., 2006; Besnard et al., 2012; Chia y Otto, 2013).

El dafio hipocampal en cualquiera de las regiones que lo componen desencadena un
proceso patoldgico excitotoxico caracteristico de diversas patologias como epilepsia,
enfermedades neurodegenerativas y eventos isquémicos. La excitotoxicidad se refiere a la
muerte neuronal provocada por la activacion sostenida de receptores de aminoacidos. El
neurotransmisor excitador principal en el cerebro y en la médula espinal es el acido

glutamico.
2.3 El papel de la plasticidad nerviosa en la neuroreparacion.

Estudios que se han realizado en nuestro laboratorio, y dentro de los cuales se engloba el
presente proyecto, han mostrado que la infusion del analogo del kainato, el Acido Kainico
(AK), en concentraciones no epileptogénicas en el giro dentado (GD), induce muerte por
excitotoxicidad, provocando el dafo de neuronas en el area; de la misma manera, esta
estructura muestra un grado de reorganizacién morfologica a lo largo del tiempo posterior
al dafio (Hernandez—Ortega et al., 2007). Estudios subsecuentes mostraron que el GD no
solo se reorganiza morfologicamente sino que en las primeras etapas del proceso hay un
aumento de células precursoras neuronales y de neuronas jévenes en proceso de migracion.
Asi mismo, se mostro que la capa granular del GD se repuebla después de una lesion por
AK y que la reorganizacion estructural correlaciona en el tiempo con la recuperacion de la
funcion de la memoria contextual y con la restauracion in vivo del LTP en la via de la GD-

CA3 (Liquitaya-Montiel et al. 2012; Zepeda et al., 2013).

Esta evidencia establece una correlacion temporal entre los eventos estructurales que
ocurren en el area de la lesion y zonas aledafias con la recuperacion funcional del area
dafiada. Como parte del proceso plastico posterior al dafio, cabe la posibilidad de que tanto
en las neuronas remanentes, como en aquellas que se generaron después de una lesion,
modifiquen la expresion de algunas proteinas asociadas a la reorganizacion sinaptica, como
a su funcionalidad. Sin embargo, esta posibilidad no se exploré y constituye el tema

fundamental de esta tesis.



2.4 El giro dentado como estructura plastica.

El hipocampo es una estructura subcortical que se divide, con base a su composicion
celular y su conectividad, en los Cuernos de Ammén CAl, CA3, hilus y el GD. La
formacion hipocampal incluye también estructuras vecinas como el subiculum y la Corteza
Entorrinal. El hipocampo conforma un circuito tri-sinaptico, en donde el GD recibe
informacion de las cortezas de asociacidn, la corteza entorrinal lateral y medial hacia las
células granulares del GD. Los axones de las células granulares del GD a su vez, establecen
sinapsis con las neuronas de CA3, y éstas a su vez con las de CAl. Las sefiales no se
propagan de forma unidireccional, sino que viajan de manera bidireccional entre las sub-

regiones que integran la via (Schwartzkroin ef al., 1990; Scharfman, 2007) (Fig. 2).
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Figura 2.Ilustracion del Circuito Hipocampal en roedor. a) Diagrama del circuito hipocampal. b) Diagrama de la red
neuronal el hipocampo. Se observa la via tri-sindptica excitatoria del hipocampo (Corteza Entorrinal (CE)-(giro dentado)
GD-CA3-CA1-EC) representado por las flechas solidas. Los axones de neuronas de la capa II de la CE proyectan al GD
por la via perforante (VP) incluyendo la via perforante lateral (VPL) y medial (VPM). El GD envia sus proyecciones a
CA3 por medio de las fibras musgosas. CA3 envia la informacion por las colaterales de Schaffer a CA1 y esta a su vez la
envia a las capas profundas de la CE. CA3 también recibe informacion de la CE por medio de la VP, CA1 también recibe
entradas de la CE a través de la via Temporoamonica (TA). El GD también envia proyecciones a las células Musgosas del
hilus y a interneuronas que a su vez envian proyecciones inhibitorias y excitatorias de regreso a las células granulares del
GD (Modificado de Deng et al., 2010).

El GD esta organizado de forma trilaminar. Su capa mdas externa se denomina capa
molecular y se encuentra libre de cuerpos celulares; ésta se compone de las dendritas de las
células granulares que reciben informacion proveniente de la Corteza Entorinal a través de
los axones que conforman la via Perforante. La capa media es la capa granular que esta
compuesta de los cuerpos de las células granulares cuyos axones proyectan a la region CA3

y; bajo la capa granular se encuentra la denominada zona subgranular (ZSG). Debajo de
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esta se encuentra la region del hilus, compuesto por varios tipos neuronales, entre las mas
comunes se encuentran las llamadas células musgosas, que son neuronas excitadoras
caracterizadas por tener un denso arbol dendritico que proyectan sus axones a la capa

molecular del GD ipsi y contralateral (Anderson, 2007; Treves et al., 2008) (Fig. 3).

Figura 3. Capas que conforman el giro dentado. A) Imagen de seccion coronal tefiida con Violeta de Cresilo donde
se muestran las regiones que conforman el hipocampo. Giro dentado (GD) Hilus (H), los cuernos de Ammoén 2 y 3
(CAL, CA3). B) Acercamiento del GD, y las capas que lo componen; su capa mas externa Capa Molecular (CM), capa
media es la Capa Granular (CG), bajo la capa granular se encuentra la zona denominada Zona Subgranular (ZSG en
imagen) y la region del hilus (H)

El GD es una estructura altamente plastica pues las células que lo componen sufren
alteraciones bioquimicas y morfoldgicas continuas que subyacen algunas formas de
aprendizaje y la memoria. De la integridad de esta estructura depende que ocurran procesos
como la separacion de patrones, funcion que le permite a un individuo reconocer patrones
coincidentes en un espacio. Una de las manifestaciones mas evidentes de la separacion de

patrones es la memoria contextual (Hernandez- Rabaza et al., 2008; Maren et al., 2012).

La memoria contextual le permite al organismo identificar aspectos especificos de un
ambiente y como resultado, puede detectar eficientemente un lugar conocido, y asociar la
ocurrencia de eventos al contexto (Maren ef al., 2012). Una aproximacion experimental
para evaluar este tipo de memoria es el Condicionamiento Aversivo Contextual (CAC), en
el que un estimulo aversivo (descarga eléctrica) se asocia a un contexto especifico (camara

o caja de condicionamiento). Al ser expuesto nuevamente al contexto, en ausencia al

11



estimulo aversivo, el sujeto recuerda el ambiente y despliega una conducta de miedo que se
traduce como inmovilidad. Dicha inmovilidad ocurre en condiciones fisiologicas; sin
embargo, cuando el GD ha sido lesionado, el sujeto puede mostrar una alteracion en el
recuerdo del contexto aversivo en cuyo caso la inmovilidad disminuye (Hernandez- Rabaza

et al., 2008; Zepeda et al., 2013).

Otra tipo de tarea espacial en la el hipocampo se encuentra involucrado es la tarea de
exploracion espacial, que se basa en la conducta innata de los roedores de explorar
ambientes. Se ha reportado que, en roedores, esta tarea induce patrones de disparo
especificos en alrededor del 40% de las células piramidales de la region CA1 e induce
también la transcripcion y traduccion del gen reportero de actividad, Arc (en CAl, CA3 y
corteza parietal De la misma forma se observa expresion de Arc en el GD en menor
medida, sin embargo, su expresion tiene una duracion de hasta 8 hrs (Ramirez- Amaya et

al., 2005).

Las neuronas del hipocampo tienen una alta densidad de receptores glutamatérgicos del de
tipo kainato, lo que la hace una estructura altamente sensible a eventos excitotoxicos. A
nivel experimental, uno de los modelos de excitotoxicidad mejor caracterizados es la
administracion intraperiteoneal e intracerebral de AK (monohidrato del 4cido acético2—
cardoxi-4-isopreponeli-3-pirrolidinil). Este es un analogo no degradable del 4cido
glutdmico y agonista de los receptores AMPA/kainato que promueve la despolarizacion y
entrada de sodio, lo que a su vez activa receptores NMDA permitiendo la entrada masiva de

calcio a las neuronas y provocando su muerte. (Revisado en Aguilar- Arredondo, 2011).

La excitotoxicidad se caracteriza por un incremento en la produccion de especies reactivas
de oxigeno, que altera las funciones mitocondriales de la célula e induce muerte celular via
excitotoxica y apoptotica. La exicitotoxicidad es un evento comin a patologias como crisis
epilépticas, isquemias y en traumatismos craneoencefalicos (revisado en Aguilar-

Arredondo, 2011).

A partir de las ideas anteriormente expuestas, en este proyecto se plante6 analizar en el GD

la expresion temporal del contenido de proteinas funcionales, como Arc y proteinas
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sindpticas, como PSD95 y SYP en consecuencia a un evento excitotoxico hipocampal y en

respuesta a diferentes tareas cognitivas asociadas al giro dentado.
3. JUSTIFICACION

El hipocampo es una estructura, cuyo funcionamiento depende de la integridad de todas las
regiones que lo componen. Esta bien establecido que como consecuencia de procesos de
aprendizaje, memoria y dafio el hipocampo presenta plasticidad celular. Sin embargo, se
desconoce si como parte del repertorio de respuestas plasticas que ocurren después de una
lesion y ante una demanda cognitiva, las células hipocampales presentan una expresion

diferencial a nivel de proteinas a funcionalidad y sinaptogénesis.
4. HIPOTESIS

El dafio excitotoxico al hipocampo de ratas adultas inducira una modulacion diferencial en
el tiempo de proteinas sinapticas y funcionales, asociadas a plasticidad, en respuesta a una

demanda cognitiva.
5. OBJETIVO

Analizar modificaciones en la expresion de marcadores de plasticidad sinaptica y funcional
en el GD de ratas adultas en diferentes momentos posteriores a la induccion de un dafio

excitotdxico y en respuesta a una tarea asociada a la estructura.
5.1 OBJETIVOS PARTICULARES
I.  Inducir dafio excitotoxico por medio de la infusion intrahipocampal de AK en ratas

adultas

II. Inducir en dos ventanas de tiempo, 10 o 30 posteriores al dafio, la activacion del
GD a través de una de dos tareas: Memoria Aversiva Contextual o exploracion

espacial tanto en el grupo infundido con AK, como en el grupo Sham.
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III.  Analizar la expresion proteica de NeuN como correlato de dano al GD, asi como de
las proteinas sinapticas y de funcionalidad SYP, PSD-95 y Arc a 10 y 30 dias

posteriores a la infusion de AK.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Sujetos:

Se emplearon 36 ratas adultas machos de la cepa Wistar con un peso de 250-350g, de 4
meses de edad. Las ratas se mantuvieron en cajas en condiciones estdndar, con un ciclo
invertido de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, disponiendo de agua y comida a libre

acCCeEso.
6.2 Cirugias Estereotaxicas:

Todos los procedimientos realizados en el presente trabajo se realizaron bajo el cddigo de
ética para trabajo de animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Autonoma de México, UNAM, tratando de minimizar el malestar de

los sujetos.

Las cirugias estereotaxicas se realizaron con el fin de producir proceso excitotoxico en el
hipocampo de ratas adultas utilizando para ello AK (monohidrato del 4cido acético2 —

cardoxi-4-isopreponeli-3-pirrolidinil).

Los animales se anestesiaron con isofluorano al 2% en una mezcla de O, 95% y CO, 5% y
se montaron en un aparato estereotaxico. La barra de incisivos se colocd a -3.3 mm debajo
del cero horizontal. Se realizé una incision en la piel que protege al craneo, se descubri6 el
area para realizar un trepano y por medio de una jeringa Hamilton de 10 pl controlada por
un inyector automatico (Stoelting, Co), se infundié unilateralmente KA (Sigma Aldrich)
(0.25 pul en una concentracion de 0.75 nM / 1min diluido en solucion amortiguadora de
fosfatos 10mM con pH 7.2) (n=16) empleando las coordenadas extereotaxicas -3.6 AP ; -
3.6 ML ; -2.4 DV (Paxinos y Watson, 1982), en el canal expuesto por el trépano. Una vez

finalizada la infusion, la canula de la jeringa se mantuvo en el mismo lugar por un minuto
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para permitir la correcta difusion del farmaco. Al grupo control “Canula”, se introdujo el
inyector de infusion en la misma zona del GD, pero no se le administré ningin fairmaco

(n=16).
6.3 Grupos experimentales.

En la siguiente tabla se describen a mayor detalle los grupos empleados, asi como los
tratamientos y protocolos conductuales a los que se sometieron nuestros sujetos durante

esta investigacion.

CIRUGIAS PROTOCOLOS CONDUCTUALES PROTEINA [n
S
Neun 4
10 dias Sham Introduccion intracerebral de canula PSD-95
(10d Sham Exploracién) Exploracion en caja experimental SYP
Arc

10 dias Sham Introduccion intracerebral de canula v 4
(10d Sham CC) Con Condicionamiento (CC)
10 dias Acido Kainico Infusion de Acido Kainico (d AK) v 4
(10d AK Exploracion) Exploracion en caja experimental
10 dias Acido Kainico Infusién de Acido Kainico (d AK) v 4
(10d AK CC) Con Condicionamiento (CC)
30 dias Sham Introduccion intracerebral de canula v 4
(30d Sham Exploracion) Exploracion en caja experimental
30 dias Sham Introduccion intracerebral de canula v 4
(30d Sham CC) Con Condicionamiento (CC)
30 dias Acido Kainico Infusién de Acido Kainico (d AK) v 3
(30d AK Exploracién) Exploracion en caja experimental
30 dias Acido Kainico Infusién de Acido Kainico (d AK) v 4
(30d AK CCO) Con Condicionamiento (CC)
10 dias Acido Kainico Infusién de Acido Kainico AK (d AK) X 4
(10d AK) Tincion de Nissl ( morfologia del GD )

Tabla 1. Grupos experimentales. Descripcion de los grupos empleados, asi como los tratamientos a los que fueron
sometidos y las proteinas que se evaluaron.

6.4 Protocolos Conductuales:
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Se siguid el protocolo conductual empleado por Zepeda y colaboradores (2013).
Brevemente, todos los sujetos se evaluaron durante la fase de oscuridad del ciclo invertido.
El cuarto en el que se llevd acabo tanto el entrenamiento, como la evaluaciéon se mantuvo
en oscuridad. Abajo se presenta el cronograma de la metodologia conductual empleada para
a activacion del GD y la evaluacion de la memoria en las diferentes ventanas de tiempo (10

dias y 30 dias) posteriores a la infusion de AK o la introduccion de la canula (Fig. 4).

Evocacion de la

Infusion AK o Manipulacion y CAC o Exposicion a MAC ore
introduccién de la Habituacién la caja para exposicion a la
Canula exploracion caja y sacrificio

l — | |
| ] | |
| ] | |
Dia 0 * 6-8 *9 * 10

*26-28 *29 * 3()

Figura 4. Diseiio experimental. Linea temporal a partir del dia de infusiéon de AK (dia 0), procediendo con la aplicacion
de los protocolos conductuales (dias 6-10/ 26-30) y finalizando con el sacrificio en las diferentes ventanas de tiempo (10
dias y 30 dias). (CAC: Condicionamiento aversivo contextual; MAC: Memoria Aversiva Contextual).

6.4.1 Manipulacion y habituacion.

Primero se llevo acabo la manipulacién y habituacion de los animales. La manipulacién
consiste en tocar a cada sujeto por 10 minutos durante 3 dias consecutivos y la habituacion,
en permitir a cada sujeto acostumbrarse al tacto y olor del experimentador. Posterior a este
proceso se inicid el condicionamiento y evaluacion de los sujetos en la tarea de aversion
contextual o se inici6 a los animales en la tarea de exploracion. Ambas se describen a

continuacion.

6.4.2 Condicionamiento Aversivo Contextual.

Este condicionamiento consiste en inducir una asociacion entre un estimulo condicionado

(en este caso un contexto, que es la caja de condicionamiento) y un estimulo
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incondicionado (i.e. un choque eléctrico). Como consecuencia del condicionamiento, los
sujetos presentan una respuesta condicionada de inmovilidad que se define como ausencia
de movimiento excepto por los generados por la respiracion cuando vuelven a ser expuestos

al contexto; este es un indicativo del recuerdo de un ambiente es aversivo.

Para llevar a cabo el CAC, se introdujo a cada uno de los sujetos a una camara de
condicionamiento de 25 cm de largo x 25 cm de ancho x 20 cm de alto (San Diego
Instruments). Las paredes y techo de la caja eran de acrilico transparente y el piso
removible formado por una rejilla de 23 tubos de acero inoxidable por la que se pasa
corriente eléctrica. Posee una matriz de rayos infrarrojos a nivel del piso que detecta el
movimiento dentro de la cadmara enviando esta informacion a una computadora para

almacenarla y analizarla.

El condicionamiento consistié en introducir al sujeto a la caja y dejarlo explorar libremente
por dos minutos (periodo “previo al ler choque™). Transcurrido este tiempo se presentd un
choque (2 segundos, 1 mA) en las patas, administrado a través del piso. Posteriormente se
presentaron 4 choques en diferentes intervalos durante toda la prueba (duracion de la
prueba: 22 minutos). Una vez finalizado el Gltimo intervalo, se devolvid a los sujetos a su
caja habitacion y 24 horas posteriores al entrenamiento, se evalué la Memoria Aversiva al

Contexto (MAC).

Los sujetos fueron devueltos a su caja habitacion y después de cada sesion la cdmara de
condicionamiento era aseada con solucion limpiadora (10% Extran y 10 % de alcohol a 96°

en agua bidestilada).

6.4.3 Memoria Aversiva al Contexto.

Esta fase se empled con la finalidad de inducir la activacién de las neuronas del GD. La
evaluacion de la MAC se realizd 24 horas después del CA y consistido en colocar a los
sujetos en la camara donde se realizdo el CAC (contexto de entrenamiento), sin que se

presentara el choque eléctrico y se registrd el movimiento de cada sujeto durante 5 minutos.
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6.4.4 Tarea de Exploracion.

La tarea de exploracion conto con 2 partes, el mismo dia en el que se sometio a un grupo de
sujetos al entrenamiento del CAC, también se expuso a un grupo a la exposicion de la caja
de condicionamiento, pero sin la presentacion de las sesiones de choque, A este grupo se le
dejo explorar libremente en la caja el mismo que al grupo condicionado. Posteriormente de
los 12 minutos de exploracion libre, se les devolvid a su caja hogar. Veinticuatro horas
posteriores a la exploracion, se les volvio a exponer a la misma caja en las que se les dejo
explorar 24hrs antes y se les dejo explorando 5 minutos en la misma caja condicionante, 30
minutos posteriores a esta exposicion se sacrificaron a los sujetos y se llevo a cabo el

analisis de tejido explicada a continuacion.
6.5 Evaluacion del contenido proteico por Western Blot.

Este procedimiento se realiz6 para cuantificar diferentes proteinas de interés que incluyeron
PSD-95, SYP, Arc y NeuN, asi como sus respectivos controles de carga o-Tubulina y -
Actina. 30 minutos posteriores a la induccion de la MAC los animales se decapitaron y se
extrajo el cerebro para sumergirlo durante un minuto en 50 ml en Liquido Cefalorraquideo
Artificial Frio (ACSF) que contenia NaCl (126 mM), KCI (3.5 mM), NaH2PO4 (1.2 mM),
MgCl2 (1.3 mM), CaCl2 (2 mM), Glucosa (11 mM) y NaHCO3 (2 mM) con un pH de 7.4.
Inmediatamente después se obtuvieron rebanadas del cerebro a partir de cortes coronales
por vibratomo (Campden Instruments), obteniendo secciones de 400 um correspondientes
al area de interés del hipocampo, colectdindose 3 cortes de los cuales se disectd

manualmente solo el GD con una navaja (Fig. 5).
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Sacrificio y
extraccion de

Adquisicién del CAC o Evocacién de la MAC cerebro
Exploracién en la caja (Inmovilidad) o Exploraciéon
en la caja

Analisis del contenido proteico
por Western blot

Diseccion del GD

Figura 5. Esquema del protocolo experimental general. Primero se presentaron los protocolos conductuales: se llevo
acabo el CAC o exposicion a la exploracion en la caja, 24 horas después se evalud la evocacion de la MAC o se re-
expuso a la exploracion en la caja y 30 minutos después se sacrificod a los animales. Se extrajo el cerebro y se colectaron
cortes coronales de 400p del area lesionada. Posteriormente se disecté el GD para el analisis por electroforesis del
contenido proteico de nuestras moléculas de plasticidad de interés. (CAC: Memoria Aversiva Contextual; MAC: Memoria
aversiva Contextual; GD: Giro dentado).

El tejido colectado fue homogenado (3 pulsos de 10 segundos a 50 Hertz de amplitud,
esperando 10 segundos entre cada pulso) en solucion de Lysis que contenia Tris-HCI (50
mM con pH 7.5), NaCl (150 mM), Detergente Mix (2.5 mL) y, una tableta Complete (para
25-50mL) H20 cdp (25 mL). La cuantificacion de proteina de las muestras homogenizadas
se determin6 mediante el método de Lowry. La cantidad de proteina que se empled fue de
50 pg/carril para Arc; y de 25 pg/carril para las demads proteinas. Los extractos de tejido se
cargaron en geles SDS-PAGE. Las muestras se corrieron con -mercaptoetanol al 5%, en
geles de 8% (1 mm de grosor) y de 10% (0.75 mm de grosor) a 40 mA por 40 minutos. Las
proteinas separadas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinildeno (PVDF,
Bio—Rad) a 250 mA por 2 horas 30 minutos (25 pg de proteina) o por 5 horas (50 pg de
proteina). Posteriormente, para impedir el pegado inespecifico de las proteinas, las
membranas se dejaron con soluciéon de Bloqueo (SB) (PBST-BSA al 5% NaCl 137 mM,
KCl1 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, Tween 20 al 0.1% + BSA al 5%) durante
toda la noche (TN) a 4°C. La SB se decanto6 y se incubo6 el anticuerpo primario en SB TN.
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Las diluciones fueron las siguientes: Anti-Arc (conejo policlonal, 1:200; Synaptic
Systems), Anti-NeuN (raton monoclonal 1:500; Milipore), Anti-Sinaptofisina (ratén
monoclonal 1:500; Santa Cruz Biotechnology), Anti- PSD-95 (ratdn monoclonal, 1:500;
Abcam). Las membranas se lavaron 3 veces por 10 minutos con PBST y posteriormente se
incubaron en anticuerpo primario para Anti-B-Actina (ratdbn monoclonal, 1:1000; Sigma),
anti-o-Tubulina (raton monoclonal, 1:1000; Sigma) por 2 horas a temperatura ambiente
(TA). Nuevamente las membranas se lavaron 3 veces por 10 minutos, y se incubaron con
sus respectivos anticuerpos secundarios: Cabra anti-raton 1:12000; Cabra anti-conejo
1:12000 diluidos en SB por 2 horas a TA, prosiguiendo con 3 lavados por 10 minutos. Las
proteinas se visualizaron empleando 3,3’diaminobencidina (DAB) (Tris pH 7.2 195.25 mg/
12.5 ml H20; DAB 7.5 ug; H202 15 pl) y posteriormente se llevo acabo el andlisis de
densitometria de las bandas mediante el uso del programa Image J. Para normalizar los
datos obtenidos de las densitometrias, los valores obtenidos de cada proteina se dividieron
entre los valores de sus respectivos controles de carga (que fueron a-Tubulina o f-Actina) y

ese valor se grafico como Densidad Optica (D.O) en Unidades Arbitrarias.
6.6 Tincion de Nissl

Este procedimiento se realizdé solo en un grupo independiente con el fin de evaluar el
impacto de la infusion hipocampal de AK sobre la integridad anatomica del GD. Esta
tincion consiste en tefiir el reticulo endoplasmatico rugoso de las células, lo que nos permite
identificar con facilidad cuerpos celulares en una region. Este control se llevo acabo en
cortes de sujetos perfundidos a los 10 dias posterior a la infusion de AK (n=4). La perfusion
consistidé en inyectar a los sujetos con 1 mL de pentobarbital sodico y se les perfundio
intracardialmente con 300 mL de salina (NaCl) al 0.9% y 300 mL de Paraformaldehido
(PFA) al 0.4%. Los cerebros fueron extraidos y se mantuvieron en PFA y posteriormente se
mantuvieron en Buffer de Fosfatos (PB 0.1M) més sacarosa en diferentes concentraciones
(primero a 15% de sacarosa por 24horas y posteriormente al 30% por 48 horas) para
después proceder a cortarlos. Se obtuvieron cortes coronales con un grosor de 40 um por
medio de un criostato (Leica) a una temperatura de -20°. Una vez obtenidos, los cortes se
montaron en portaobjetos gelatinizados, se sumergieron por 2 minutos en agua bidestilada

para hidratarlos y posteriormente se sumergieron en etanol al 70%, 95% y 100%
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respectivamente durante 2 minutos cada uno con el fin de deslipidizar el tejido.
Posteriormente, se les volvid a sumergir en etanol al 95% y 70% y en agua bidestilada por
30 segundos con el fin de rehidratar el tejido. Se sumergieron por alrededor de 4 minutos en
violeta de cresilo (1.0%), posteriormente se les volvid a sumergir por 30 segundos en los
porcentajes ascendentes de etanol ya mencionados para deshidratar y después lavar en Xilol
por 5 minutos; procediendo a cubrir con medio de montaje Permount (Daigger) y

cubreobjetos.
6.7 Analisis estadistico

Los resultados representan la media + S.E.M. Para analizar el desempefio de los sujetos
experimentales en la tarea de aprendizaje de CAC, en la evocacion de la MAC y en la tarea
de exploracion, se llevdo a cabo un ANOVA Factorial y la prueba post hoc Bonferroni
(p<0.05). Para el analisis de las bandas obtenidas mediante Western se llevo a cabo una
prueba t de Student no pareada, p<0.05 fue considerado como estadisticamente
significativo. Los valores de la densidad Optica de las proteinas se normalizaron con el
valor de sus respectivos controles de carga (a-Tubulina/ B-Actina). Para los graficos y
analisis estadistico, se empleo el software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La

Jolla, CA, EE.UU).

7. RESULTADOS
7.1 Pruebas conductuales

Para la tarea CAC, se evaluo la movilidad en linea base (tiempo previo al primer choque en
el contexto) con el objetivo de establecer el porcentaje de movimiento de cada sujeto en el
contexto en ausencia del estimulo aversivo. EI ANOVA no mostré diferencias
estadisticamente significativas (F (7,23)= 0.8951, p=0.5265) entre grupos durante este

periodo, mostrando una tendencia similar de movilidad en todos los grupos. (Fig. 6A).

En la fase de entrenamiento (posterior al primer choque) se pudo apreciar una curva de
aprendizaje para los grupos condicionados, no asi para los grupos de “exploracion”. El

ANOVA mostro diferencias significativas entre los grupos “exploracion” y grupos los
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condicionados a los10 dias (CC). El anélisis post hoc arrojo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos 10d sham con la tarea de Exploracion vs. el grupo 10d
Sham CC en la presentaciones del 3° (p< 0.05 *) ,4° (p<0.001 ***) y 5° choque
(p<0.01**); de la misma forma la comparacion entre el grupo 10d AK Exploracion y 10d
AK CC mostr6 diferencias significativas en la presentaciones en el 4° (p<0.001 ***)y 5°
choque (p<0.01**) (Fig.6 B). La comparacion entre los grupos 30d Sham Exploracion y
30d Sham CC mostrd las mismas diferencias significativas que los grupos 10d Sham
Exploracion vs. 10d Sham CC en las mismas presentaciones del choque. La comparacioén
entre el grupo 30d AK Exploracion y 30d AK CC mostré diferencias significativas desde la
2° presentacion del choque (p= 0.05%) hasta el 3°, 4° (p= 0.001***) y 5 ° (p= 0.01**) (Fig.
6 C). Estos resultados mostraron que de manera independiente a la infusion de AK, todos
los sujetos condicionados desplegaron una conducta de aprendizaje al estimulo aversivo,

mientras que, como se esperaba, el grupo “exploracion” no lo hizo.

24 horas posteriores al entrenamiento se evaluo la evocacion de la Memoria Aversiva
Contextual (MAC), tarea dependiente de GD. El ANOVA factorial mostré resultados
significativos entre los grupos 10d AK Exploracion y 10d AK CC, asi como entre los
grupos 30d AK Exploracion y 30d AK CC (p<0.05%*). De la misma forma, se observaron
diferencias significativas entre los grupos 10d Sham Exploracion vs. 10d Sham CC, y entre
los grupos 30d Sham Exploracion vs. 30d Sham CC (p<0.05*), mostrando un aumento
significativo en el porcentaje de inmovilidad en todos los sujetos condicionados al

compararlo con los grupos a expuestos a la tarea de exploracion.
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Figura 6. Condicionamiento Aversivo Contextual (CAC) (A) Porcentajes de inmovilidad previa a la presentacion del primer choque en
el contexto. Todos los grupos presentan un porcentaje bajo de inmovilidad previo al entrenamiento (F (7,23) =0.8951, p= 0.5265). (B) Se
presentan las curvas de aprendizaje de los diferentes grupos 10 dias posteriores a la infusion de AK o introduccion de canula entrenados a
la tarea de CAC o a una tarea de exploracion. Todos los grupos a los que se les instruyd en la prueba de condicionamiento mostraron un
mayor porcentaje de inmovilidad a lo largo de la sesidn en comparacion con los grupos no condicionados cuyo porcentaje de
inmovilidad fue bajo. El post hoc arrojé diferencias significativas entre los grupos 10d Sham Exploracion (n=4) vs. 10d Sham CC(n=4)
en la presentacion del 3° (p< 0.05 *) ,4° (p<0.001 ***) y 5° choque (p<0.01**). De igual forma, los grupos 10d AK Exploracion (n=4)
vs. 10d AK CC(n=4) mostraron diferencias significativas en la presentacion del 4° (p<0.001 ***) y 5° choque (p<0.01%**). (C)
Presentacion de las curvas de aprendizaje de los diferentes grupos a 30 dias posteriores a la infusion de AK o introduccion de canula
entrenados a la tarea de CAC o a una tarea de exploracion. Los datos observados mostraron diferencias significativas entre los grupos 30d
Sham Exploracion (n=4) vs. 30d Sham CC (n=4) en la presentacion del 4° (p<0.001 ***) y 5° choque (p<0.01**).De la misma forma en
los grupos 30d AK Exploracion (n=3) vs. 30d Ak CC (n=4) se observaron datos significativo desde la 2° presentacion del choque (p=
0.05 *), seguido porla 3°, 4° (p=0.001***) y 5° choque (p= 0.01**). Los resultados son representados con la media = S.E.M

CAC: Condicionamiento Aversivo Contextual; MAC: Memoria Aversiva Contextual; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d
AK: 10 o 30 dias post-infusién AK; 10d Sham / 30d Sham: 10 o 30dias introduccion de canula. (p< 0.05 *), (p<0.01**), (p<0.001

***)'
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Figura 7. Evocacién de Memoria Aversiva Contextual (MAC). Evaluacion de la Memoria Aversiva Contextual (MAC). La
evaluacion de esta tarea demostré que todos los grupos condicionados recordaron el contexto como aversivo, sin importar el
tratamiento (infusion o introduccion de la canula) o la temporalidad post infusion (10 o 30 dias). Todos los sujetos condicionados
desplegaron mayor porcentaje de inmovilidad comparandolos con los sujetos sometidos a la tarea de exploracion en ambas ventanas
de tiempo (p<0.05%*). Los resultados son representados con la media = S.E.M.

CAC: Condicionamiento Aversivo Contextual; MAC: Memoria Aversiva Contextual; CC: Con condicionamiento; 10d AK/
30d AK: 10 o 30 dias infusion AK; 10d Sham/ 30d Sham: 10 o 30 dias introduccion de canula (p<0.05%).

Los resultados previos muestran que los grupos infundidos con AK no modificaron la
respuesta ante una tarea propia del GD, pues si recordaron el contexto aversivo. Por ello,
quisimos evaluar el la integridad del hipocampo y del GD post-tratamiento (infusién de AK
e introduccion de la cénula) y asi evaluar el alcance del AK. Realizamos un analisis
histologico de Nissl con el objetivo de observar la morfologia de la formacién hipocampal
tras la infusién excitotoxica del AK, y de manera mas puntual, quisimos evaluar la
integridad del GD mediante la evaluacion del contenido proteico del marcador nuclear de
neuronas maduras NeuN como correlato de integridad celular de la capa granular del GD en

las diferentes ventanas de tiempo (10 y 30 dias) posteriores a la infusion intrahipocampal de
AK.
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7.2 Alcance del AK en la formacién hipocampal y en el GD

7.2.1 Expresion Protéica de NeuN en GD

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre las densidades
opticas de la banda de NeuN delos grupos a los que se les condicion6 y a los expuestos a
una tarea de exploracion, de la misma forma, tampoco se observaron diferencias entre el
grupo 10 dias y 30 dias Sham, ni entre los grupos 10 dias y 30dias infundidos con AK.
Debido a que el objetivo del andlisis de NeuN en el GD fue ver el alcance del AK, se
decidié en agrupar los grupos sin importar tarea o temporalidad, evaluando solo la
introduccion de la canula (grupo control) y la infusion de AK. Los resultados observados
no mostraron cambios significativos entre los grupos Sham y los grupos infundidos con
AK. Estos resultados sugieren que la infusion excitotoxica del AK no fue suficiente para
generar una pérdida significativa de neuronas maduras en el GD, pues se observan los

mismos niveles de proteina que en los sujetos con Canula.

A
10d AK 10d AK 30d Sham 30d AK
NeuN Explora CC Explora CC Explora CC  Explora CC
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Figura 8. Expresion de NeuN en GD posterior a la infusion de AK intrahipocampal comparindola con el grupo al que
se introdujo solo la Sham. (A) Western blot representativo de NeuN (n=4 por condicion, excepto la condicion 30dAK SC;
n=3) con su respectivo control de carga a-Tubulina. No se observaron diferencias entre tareas, ni entre las dos ventanas de
tiempo (10 y 30 dias) por lo que se agruparon solo acorde a la introduccién de la canula o a la infusion de AK. (B) La
comparacion de la agrupacion de los sujetos a los que se les introdujo la canula y a los que se les infundié AK no reflejaron
(t=0.3609, df=29, p=0.7208). Los datos presentados se normalizaron con respecto a su control de carga y se muestran las
densitometrias de la densidad Optica en unidades arbitrarias de NeuN normalizado. Los resultados son representados con la
media = S.E.M.

Explora. : Tarea de Exploraciéon; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusion AK; 10d Sham /
30d Sham: 10 o 30 dias introduccion de canula. 25



7.2.2 Tincion de Nissl del Hipocampo

Cortes de sujetos independientes, mostraron que en un 75% de los animales del grupo 10d
AK, el GD se veia desestructurado observandose también daio al hilus y en CA3. Mientras
que los cortes de sujetos independientes sacrificados 30d AK muestran que en el 75% de
los sujetos, el GD presenta un 4rea menor de dafio, aun cuando el hilus y CA3 contintian

mostrando dafio (Fig. 9 By C).

Figura 9. Tincion de Nissl de la region del hipocampo. Imagenes representativas de cortes coronales

de hipocampo ipsilateral a la infusion de AK procesados para tincion de Nissl correspondientes a 3

sujetos independientes. Reconstruccion de imagenes capturadas a 10X A) Sham, B) 10d AK, C) 30d AK 26
. Barra de calibracion: 400um. Magnificacion a 20X del area afectada por el AK en GD (A’-C’)
enmarcados por el cuadro blanco. Barra de calibracion: 200um.



7.3 Contenido proteico mediante Western blot de moléculas reporteras de plasticidad

El analisis de estos marcadores se llevd acabo por medio de la cuantificacion del contenido
total de proteina realizado por medio de la técnica de Western blot. El analisis se realiz6

comparando los grupos tomando en cuenta las siguientes condiciones:

1. Conducta: en esta condicion se evaluo si se presentaban cambios dependientes de la
demanda cognitiva en la expresion de las proteinas de interés en ambas ventanas de
tiempo.

2. Tiempo: en esta condicion se evalud la modificacion proteica a través de nuestras
dos ventanas de tiempo (10 y 30 dias).

3. Infusidén: en esta condicion se evaluo si la infusion misma de AK provoco alguna
modificacion en la expresion proteica con respecto a los sujetos controles que no

recibieron la infusion de AK.

7.3.1 Expresion Proteica de Sinaptofisina (SYP)

Una de las proteinas que se evalud fue la glicoproteina asociada a la membrana de vesiculas
sinapticas Sinaptofisina (SYP). En este trabajo se evalu6 con el fin de analizar si los niveles
de la proteina variaban ante la condicion exicitotoxica, y ante la evocacion de la memoria

aversiva contextual a lo largo del tiempo como un correlato de sinaptogénesis.

Se realizaron comparaciones mediante la prueba t-Student. El analisis no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas en la expresion proteica de SYP con respecto a la evocacion
de la MAC entre los grupos exploracion y los grupos condicionados. Esto resultd cierto
tanto para los grupos lesionados, como para los sham. (Fig.10 A-E). Este resultado indica
que el contenido de SYP no se modifica de manera diferencial en respuesta a la evocacion

de una memoria aversiva contextual.
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Figura 10. Expresion de SYP posterior a la evocacion de la Memoria Aversiva Contextual. Comparacion de la expresion
de SYP entre los grupos a los que se les entrend en una tarea de memoria aversiva contextual y a una tarea de exploracion. A)
Imagen representativa de un Western blot de SYP con su respectivo control de carga a-Tubulina. B) La comparacion entre el
grupo 10d Sham Exploracion y 10d Sham CC, no reflejoé diferencias significativas (F (6) =1.328, p=0.2324). C) La
comparacion entre el grupo 10d AK Exploracion y 10d AK CC, no mostrd diferencias significativas (F (6) =0.154, p=0.8824).
D) La comparacién entre el grupo 30d Sham Exploracion y 30d Sham CC, no reflej6 diferencias significativas (F (6), =0.330,
p= 0.7527). E) La comparacion de los grupos 30d AK Exploracion y 30d AK CC, no mostr6 diferencias significativas (F
6)=1.030, p= 0.3427). Los datos se normalizaron con respecto a su control de carga a-Tubulina y se muestran las
densitometrias de la densidad optica de las unidades arbitrarias de SYP normalizado (n=4 en cada grupo). Los resultados son

representados con la media + S.E.M.

Explora: Tarea de Exploracion; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusion AK; 10d Sham /
30d Sham: 10 o 30 dias introduccién de canula.

El andlisis comparativo de la expresion de SYP en el GD a lo largo del tiempo (10 dias y 30
dias posteriores a la infusion de AK o introduccion de la cénula) mostré un aumento

estadisticamente significativo en el grupo 30d AK en comparacion con el 10 AK en la
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condicion de exploracion (F (6) =3.140, p=0.02*) (Fig.11 D). Esta misma tendencia se
observé entre los grupos 10d AK y 30d AK CC (F (6)=2.318, p=0.0596 (Fig.11 E), pero no

entre los grupos a los que solo se les introdujo canula (Fig.11 B, C)

Al analizar si los niveles de SYP se modificaban entre el grupo lesionado y control en la
condicion de exploracion se observd que no habia diferencias significativas entre los
niveles del grupo 10d AK Exploracion y 10d Sham Exploracion (F (6) =1.518, p=0.1799)
(Fig. 12 B), ni entre los grupos 30d Sham Exploracion vs. 30d AK Exploracion, (F (6)
=1.960, p=0.09) (Fig. 12 D). En apoyo a la observacion anterior, la ausencia de diferencias
entre los grupos sacrificados a un mismo tiempo con y sin infusiéon de AK, sugiere que las

modificaciones en los niveles de SYP dependen del tiempo en conjunto con el dafo.
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Figura 11. Expresion de SYP a través de las diferentes ventanas de tiempo (10 dias y 30 dias). Comparacion de
la expresion de SYP evaluada en dos ventanas de recuperacion del GD a los 10 y 30 dias post-infusiéon o canula. A)
Imagen representativa de un Western blot de SYP con su respectivo control de carga a-Tubulina. B) La comparacion
entre el grupo 10d Sham y 30d Sham en la condiciéon de exploracion, no mostrd diferencias significativas entre
grupos (F (6) =0.4445, p=0.6723). C) La comparacion entre el grupo 10d Sham y 30d Sham CC, no reflejé diferencias
significativas entre grupos (F (6) =1.37, p=0.0905). D) La comparacion entre el grupo 10d AK y 30d AK en la
condicién de Exploracion mostraron diferencias estadisticamente significativas (F (6) =3.140, p=0.02*). E) La
comparacion entre el grupo 10d AK y 30d AK CC, no mostr6 diferencias estadisticamente significativas, sin
embrago, se observa una tendencia a incrementar la expresion de SYP en el grupo 30d AK CC (F (6) =2.318,
p=0.0596). Los datos se normalizaron con respecto a su control de carga a-Tubulina y se muestran las densitometrias
de la densidad optica de las unidades arbitrarias de SYP normalizado (n=4 en cada grupo). Los resultados son
representados con la media + S.E.M.

Explora: Tarea de Exploraciéon; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusion AK; 10d
Sham / 30d Sham: 10 o 30 dias introduccién de canula, (p=0.02%).
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Figura 12. Expresion de SYP dependiente de la infusiéon de AK. A) Western blot representativo de SYP con su
respectivo control de carga a-Tubulina. B) Comparacion entre grupos 10d Sham vs. 10d AK en la condicion de
exploracion. No se observaron diferencias significativas entre grupos (F (6) =1.518, p=0.1799). C) La comparacion
entre el grupo 10d Sham y 10d AK CC no reflejo diferencias significativas entre grupos (F (6) =.0265, p=0.9797). D)
La comparacion entre el grupo 30d Sham y 30d AK en la condicion de exploracion no mostré diferencias
estadisticamente significativas (F (6) =1.960, p=0.09). E) La comparacion entre el grupo 30d Sham y 30d AK CC no
reflejo resultados estadisticamente significativos (F (6) =0.803, p=0.4526). Los datos se normalizaron con respecto a
su control de carga a-Tubulina y se muestran los datos del analisis de densidad optica en unidades arbitrarias (n=4 en
cada grupo). Los resultados son representados con la media + S.E.M.

Explora: Tarea de Exploracion; CC: Con condicionamiento; 10d AK / 30dAK: 10 o 30 dias infusion AK; 10d
Sh am/ 30d Sham: 10 o 30 dias introduccion de canula.
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7.3.2 Expresion proteica de la Densidad Postsinaptica 95 (PSD-95)

Otra proteina sindptica que se evalu6 en esta investigacion fue la proteina PSD-95, como un
correlato de la funcion sinaptica. Siguiendo con las mismas comparaciones por condicion,
los resultados obtenidos muestran que no hubo diferencias significativas entre los grupos
que evocaron una MAC y los que se sometieron a una tarea de exploracion (Fig. 13 A-E).
Tampoco se encontraron diferencias significativas en la expresion de PSD-95 entre las
ventanas de tiempo analizadas (Fig.14 A-E) ni se observaron modificaciones en los niveles
de PSD-95 al evaluar su expresion post tratamiento (Fig. 15 A-E).

Estos datos sugieren que las modificaciones de PSD-95 no son lo suficientemente robustas
ante estas condiciones, y que esta no se expresa de manera diferencial ante la evocacion de
una memoria aversiva contextual comparandola con una tarea de exploracion, ni tampoco
se observan modificaciones diferenciales en el GD entre sujetos infundidos con AK, ni a lo
largo de las ventanas temporales (10 o 30 dias).

32



10d Sham 10d AK 30d Sham 30d AK
Explora CC Explora CC Explora CC Explora CC
PSD-95
95kDa | |
a-Tub |
55kDa -
B C
2.04
2.01 g
= S 2
£z E § 1.5-
_g !a 1.54 a j‘:
H : 1 - -
3= TS
w < 10 =
o 3 A
[~ | 7 S o=
:-E 0.5- | e °“E 0.5 1
= : e o35
O D N
dv e Q '
0.0 : x 0.0 = y
10d Sham Exploracion 10d Sham CC 10d AK Exploracién 10d AK CC
D E
2.04 2.0-
g ) g o~
s 8 e
2 5 1.54 =2 M 1.54
= s £
e -
3 3 =
o< 10 w T 10
2 < — — 2
23 sz IR T
- 0.5 ponn e e el A~ -2 0.54 B ]
o5 SIS oS SRnn:
a o =t e
0.0 0.0

30d Sham Exploracion 30d Sham CC 30d AK E)I&ploraci(')n 30d AIK CC

Figura 13. Expresion de PSD-95 posterior a la evocacion de la Memoria Aversiva Contextual. Comparacion entre de la
expresion de PSD-95 entre los grupos a los que se les entreno a una tarea de memoria aversiva contextual y a una tarea de
exploracion. (A) Imagen representativa de un Western blot de PSD-95 con su respectivo control de carga a-Tubulina. B) La
comparacion entre el grupo 10d Sham vs. 10d Sham Exploracién no reflejo diferencias significativas F (6) =3.783, p=0.7183) (C)
Se compararon el grupo 10d AK Exploracion y 10d AK CC, sin encontrar diferencias significativas (F (6) =1.21, p=0.2714). D)
La comparacion entre el grupo 30d Sham Exploracion vs. 30d Sham CC, el cual no reflejo diferencias significativas (F (6)
=0.3040, p=0.7009). E) Se compararon el grupo 30d AK Exploracion y 30dAK CC, sin encontrar diferencias significativas (F (5)
=0.008, p=0.8445). Los datos se normalizaron con respecto a su control de carga a-Tubulina y se muestran las densitometrias de
la densidad optica de las unidades arbitrarias de PSD-95 normalizado. (n=4 por grupo, excepto grupo 30d AK Exploracion; n=3).
Los resultados son representados con la media = S.E.M.

Explora: Tarea de Exploracion; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusién AK; 10d Sham/ 30d
Sham: 10 o 30 dias introduccion de canula.
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Figura 14. Expresion de PSD-95 a través de las diferentes ventanas de tiempo (10dias y 30dias). Comparacion de la
expresion de PSD-95 evaluada en dos ventanas de recuperacion del GD a los 10 y 30 dias post-infusion o canula. A) Imagen
representativa de un Western blot de PSD-95 con su respectivo control de carga a-Tubulina. A) Imagen de Western blot
representativo de PSD-95 con su respectivo control de carga a-Tubulina. B) La comparacion de la expresion de PSD-95 entre el
grupo 10d Sham y 30d Sham Exploracién no mostrd diferencias significativas entre grupos (F (6) =1.290, p=0.2444). C) La
comparacion entre el grupo 10d Sham y 30d Sham CC no mostré diferencias significativas en la expresion de PSD-95 entre estos
grupos (F (6) =0.403, p=0.7009). D) La comparacion entre el grupo 10d AK y 30d AK Exploracion no mostroé diferencias
estadisticamente significativas (F (5) =0.7520, p=0.4859). E) La comparacion entre el grupo 10d AK y 30d AK CC no mostro
resultados estadisticamente significativos en la expresion de PSD-95 en estos grupos (F (6) =0.063, p=0.9511). Los datos se
normalizaron con respecto a su control de carga a-Tubulina y se muestran las densitometrias de la densidad optica de las unidades
arbitrarias de PSD-95 normalizado. (n=4 por grupo, excepto grupo 30d AK Exploracion; n=3) Los resultados son representados
con la media + S.E.M.

Explora: Tarea de Exploraciéon; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusion AK; 10d Sham / 30d
Sham: 10 o 30 dias introduccién de canula
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Figura 15. Expresion de PSD-95 en GD posterior a la infusién de AK intrahipocampa comparandola con el grupo al que se
introdujo solo la Canula. Comparacion de la expresion de PSD-95 post- tratamiento. A) Imagen Representativa de un Western
blot de PSD-95 con su respectivo control de carga a-Tubulina. A) Western blot representativo de PSD-95 con su respectivo
control de carga a-Tubulina. B) La comparacion entre el grupo 10d Sham y 10d AK Exploracion no mostré diferencias
significativas entre estos grupos (F (6) =0.008, p=0.9935). C) La comparacion entre el grupo 10d Sham y 10d AK CC no reflejo
diferencias significativas entre estos grupo (F (6) =0.0404, p=0.9690). D) La comparacion entre el grupo 30d Sham y 30d AK
Exploracion no mostré diferencias estadisticamente significativas en la expresion de PSD-95 (F (5) =0.3606, p=0.7331). E) La
comparacion entre el grupo 30d Sham y 30d AK CC no mostré resultados estadisticamente significativos (F (6) =0.7592,
P=0.4765). Los datos se normalizaron con respecto a su control de carga a-Tubulina y se muestran las densitometrias de las
densidades Opticas en unidades arbitrarias de PSD-95 normalizado. (n=4 por grupo, excepto grupo 30d AK Exploracion; n=3) Los
resultados son representados con la media + S.E.M.

Explora: Tarea de Exploracion; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusién AK; 10d Sham / 30d
Sham: 10 o 30 dias introducciéon de canula
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7.3.3 Expresion Protéica del IEG asociado a la actividad regulada por el citoesqueleto

Arc

Por ultimo se evaluo la expresion de una proteina de el gen de expresion temprana o IEG
Arc, que fue de particular interés para nosotros, pues esta proteina como se menciond con
anterioridad es una molécula cuya expresion es dependiente de la activacion sinédptica
(Lyfrord et al, 1995), y se le ha postulado que un papel importante tanto para la
remodelacion de espinas dendritas, como para la expresion de plasticidad sinaptica y

funcional (Bramham et al, 2008).

Al analizar los niveles de Arc posterior a posterior a la evocacion de la MAC, la prueba t de
Student no mostrd diferencias estadisticamente significativas al comparar la expresion de
Arc entre el grupo 10d Sham Exploracion y el grupo 10d Sham CC, ni al comparar los
grupos 30d Sham Exploracion y 30d Sham CC (Fig.16 B, D). En los sujetos controles
(Sham) la evocacion y la exploracion de un contexto determinado no produjeron una
respuesta diferencial en los niveles de Arc entre tareas espaciales. Tampoco se observaron
diferencias significativas entre tareas en ni a 10 ni a 30d posteriores a la infusion de AK
(Fig. 16 C, E). De forma interesante se puede observar una tendencia a disminuir los
niveles de Arc en el grupo 30d AK CC comparandolo con el grupo 30d AK Exploracion,

sin embargo esta disminucion no fue significativa (Fig. 16 E).

Lo anterior permite sugerir que la expresion de Arc posterior a la evocacién de una MAC

no es diferente a la ocurrida posterior a una memoria de exploracion espacial.
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Figura 16. Expresion de Arc posterior a la evocacion de la Memoria Aversiva Contextual. Comparacion entre de la
expresion de Arc entre los grupos a los que se les entreno a una tarea de memoria aversiva contextual y a una tarea de
exploracion. A) Imagen representativa de un Western blot de Arc con su respectivo control de carga B-Actina. B) Comparacion

entre el grupo 10d Sham Explo contra 10d Sham CC, el cual no reflejo diferencias significativas (F (5)=1.397, p=0.221). C) La
comparacion entre el grupo 10d AK Exploracion y 10d AK CC, no mostr6 diferencias significativas entre los grupos (F (6)
=0.03279, p= 0.7541). D) La comparacion entre el grupo 30d Sham Exploracion contra 30d Sham CC no reflejo diferencias
significativas (F (6) =0.0.6440, p= 0.5434). E) Se compararon los grupos 30d AK Exploracion y 30dAK CC, observandose una
tendencia a aumentar en la expresion de Arc en el grupo 30d AK Exploracion con respectoa al grupo 30d AK CC, sin embargo
este no fue significativo (F (6) =2.292, p= 0.06). Los datos se normalizaron con respecto a su control de carga B-Actina y se
muestran las densitometrias de la densidad optica de las unidades arbitrarias de Arc normalizado (n=4 por grupo, excepto la
condicion 10d Sham Exploracion; n=3). Los resultados son representados con la media + S.E.M.

Explora: Tarea de Exploracion; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusién AK; 10d Sham / 30d
Sham: 10 o 30 dias introduccién de canula.
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Por otra parte, también se evaluo el contenido de Arc en las dos ventanas de recuperacion
post tratamiento. Los resultados obtenidos muestran un aumento significativo en los niveles
de Arc en los grupos 30d AK Exploraciéon con respecto al grupo 10d AK Exploracion
(»p=0.01%*) (Fig.17 D), y de la misma en el grupo 30d AK CC se observd un aumento del
contenido de Arc con respecto al grupo 10d AK CC (p=0.01%*) (Fig.17 E). Estos cambios
no se observaron entre los grupos 10d Sham y 30d Sham sometidos tanto a una tarea de
exploracion como a una tarea de memoria aversiva contextual (Fig.17 B, C). Estos
resultados sugieren que, independientemente de la tarea, los sujetos que recibieron la
infusion de AK despliegan modificaciones a nivel molecular que no despliegan los grupos

sham.

Con el objeto de evaluar el impacto mismo de la infusion de AK en los niveles de Arc, se
comparo, en una misma ventana de tiempo, la expresion de la proteina entre los grupos
Sham y los infundidos. Los resultados mostraron diferencias entre el grupo 10d AK y 10d
Sham Exploracion (F (5) =2.190, p=0.08) (Fig. 18 B). Sin embargo, si se observd un
aumento estadisticamente significativo en el grupo 30d AK comparandolo con su grupo
control 30d Sham Exploracion (*p=0.03) (Fig. 18 D). Estos datos sugieren que en esta
ventana de tiempo puede estar ocurriendo un re arreglo celular post dafio debido a un
proceso de plasticidad sindptica y funcional. Un dato interesante que se observo fue que al
comprar el grupo 10d Sham con el grupo 10d AK CC y 30d Sham con el grupo 30d AK

CC, no mostraron diferencias significativas (Fig. 18 C, E).

Con estos datos podemos concluir que la expresion de Arc parece modificarse con respecto
a un proceso excitotoxico a lo largo del tiempo, y que su expresion parece ser mas sensible

en respuesta a una tarea de exploracion.
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Figura 17. Expresion de Arc a través de las diferentes ventanas de tiempo (10dias y 30dias). Comparacion de la expresion
de Arc evaluada en dos ventanas de recuperacion del GD a los 10 y 30 dias post-infusion o canula. A) Imagen representativa de
un Western blot de Arc con su respectivo control de carga B-Actina. B) La comparacion de la expresion de Arc entre grupos 10d
Sham y 30d Sham Exploracion no mostrd diferencias significativas entre ambos grupos (F (5) =1.761, p=0.1386). C) La
comparacion entre el grupo 10d Sham y 30d Sham CC no arrojo diferencias significativas en la expresion de Arc entre ambos
grupo (F (6) =0.2769, p=0.7912). D) La comparacién entre el grupo 10d AK y 30d AK Exploracién mostraron un aumento
significativo en la expresion de Arc a los 30d AK con respecto a los 10d AK Exploracion. (F (6) =3.287, *p=0.01). E) La
comparacion entre el grupo 10d AK y 30d AK CC mostré un aumento significativo en la expresion de Arc a los 30d Ak con
respecto a los 10d AK en el grupo condicionado (F (6) =3.287, *p=0.03). Los datos se normalizaron con respecto a su control de
carga B-Actina y se muestran las densitometrias de la densidad optica de las unidades arbitrarias de Arc normalizado (n=4 por
grupo, excepto la condicion 10d Sham Exploracion; n=3). Los resultados son representados con la media + S.E.M.

Explora: Tarea de Exploracion; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusién AK; 10d Sham / 30d
Sham: 10 o 30 dias introduccion de canula. (*p=0.01)
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Figura 18. Expresion de Arc en GD posterior a la infusién de AK intrahipocampa comparandola con el grupo al que se
introdujo solo la Canula. Comparacion de la expresion de Arc post- tratamiento. A) Imagen representativa de un Western blot
de Arc con su respectivo control de carga pB-Actina. B) La comparacion entre el grupo 10d Sham y 10d AK Exploracién no
reflejo diferencias significativas entre estos grupos (F (5) =2.190, p=0.08), sin embargo, se observoé una disminucion en la
expresion de Arc en el grupo 10dAK Exploracion comparado con el grupo control 10d Sham Exploracion. C) La comparacion
entre el grupo 10d Sham y 10d AK CC no mostr6 diferencias significativas entre ambos grupo (F (6) =1.123, p= 0.3042). D) La
comparacion entre el grupo 30d Sham y 30d AK Exploracion mostré un aumento estadisticamente significativo en la expresion
de Arc en el grupo 30d AK Exploraciéon comparado con su grupo control 30d Sham Exploracion (F (6) =2.741, *p=0.03). E) La
comparacion entre el grupo 30d Sham y 30d AK CC no mostré cambios estadisticamente significativos (F (6) =0.6881, p=
0.9474). Los datos se normalizaron con respecto a su control de carga - Actina y se muestran las densitometrias de la densidad
optica de las unidades arbitrarias de Arc normalizado. (n=4 por grupo, excepto la condiciéon 10d Sham Exploracion; n=3). Los
resultados son representados con la media + S.E.M.

Explora: Tarea de Exploracion; CC: Con condicionamiento; 10d AK/ 30d AK: 10 o 30 dias infusién AK; 10d Sham / 30d
Sham: 10 o 30 dias introduccion de canula. (*p=0.03)
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8. DISCUSION

El cerebro del mamifero es un organo pléastico en la medida en que las células que lo
componen tienen la capacidad de responder de forma dindmica al ambiente, a la
experiencia y al dano. Las manifestaciones de la plasticidad a consecuencia de dafio,
incluyen cambios tanto celulares, como moleculares que pueden subyacer procesos de
neuroreparacion, pero también pueden inducir eventos aberrantes, o maladaptativos
(Artinian et al., 2015; Zepeda et al., 2004; Zepeda et al., 2013; Nudo, 2006). Una de las
regiones de particular interés para el estudio de la plasticidad neuronal es el GD de la
formacion hipocampo, en la cual se ha descrito ocurren modificaciones continuas como
consecuencia de procesos como el aprendizaje y la memoria, pero también se ha visto que
tiene la capacidad de reorganizarse en consecuencia a un dafo (Ogita et al., 2005;

Hernandez-Ortega et al., 2007; Zepeda et al., 2013).

En el presente trabajo se encontrd que posterior a un proceso excitotoxico hipocampal,
ocurren modificaciones en moléculas reporteras de sinaptogénesis, plasticidad sindptica y
funcional en el GD en un periodo de 10 a 30 dias post infusion de AK, y estas

modificaciones parecen hacerse mas evidentes en respuesta a una tarea de exploracion.

Con el objetivo de activar especificamente el GD posterior a la infusion excitotoxica
intrahipocampal de AK, se sometido a un grupo de sujetos experimentales a una tarea de
evocacion aversiva contextual y a otro grupo a una tarea de exploracion. Nuestros
resultados mostraron que, después de la infusion de AK, no hubo alteraciones en el
aprendizaje asociativo, tal como se ha observado previamente (Zepeda et al, 2013).
Tampoco se observo pérdida de la MAC. Esto se contrapone con resultados previos del
laboratorio en los que se mostro que la infusioén focal de AK en el GD provocaba dafo y
pérdida de la formacion de la MAC evaluada a los 10 dias post infusion de AK (Zepeda et
al. 2013). La aproximacion experimental de dicho trabajo, permitio corroborar por medios
hisologicos y en cada uno de los sujetos infundidos, el alcance del AK en el GD. A
diferencia de aquel, En el presente trabajo, no fue posible analizar en cada sujeto el alcance
del farmaco, de manera que se contempla la posibilidad de que el dafo haya impactado en
diferentes regiones del hipocampo, sin afectar focalmente al GD. Esto, permitiria explicar

por qué la MAC no se afecté como consecuencia de la lesion. Acorde a esta idea, los datos
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arrojados por el andlisis de contenido de NeuN de GD, no mostraron diferencias
significativas entre los grupos a los que se les infundio AK y a los que se les intridujo la
canula. El andlisis de Nissl realizado en un grupo independiente de infusion de AK,
también mostrd variabilidad en el alcance del AK y en la fragmentacion de la capa granular
del GD. De esta manera, la similitud en los niveles de NeuN, podrian reflejar la variabilidad

del dafio y la diseccion del GD completo, podria haber diluido el efecto del AK.

Dado que en todo el hipocampo hay receptores tipo kainato (Carta et al., 2014), la infusion
del farmaco afecta en mayor o menor medida las regiones que lo componen. Y debido a
que el GD forma un circuito con otras regiones del hipocampo y que la alteracion de una de
las regiones de esta estructura afecta el funcionamiento de las demas, al observar dafio
discreto en GD, nucleos picnoticos en hilus y CA3, quisimos analizar como parte del
proceso de plasticidad posterior a un proceso excitotoxico, la posibilidad de que tanto en las
neuronas remanentes, como en aquellas que se generaron después de la infusion
excitotoxica y acompafiado de una tarea especifica del GD (la evocacion de la MAC o una
tarea de exploracion) se modificara la expresion de algunas proteinas asociadas a la

reorganizacion sinaptica, como su funcionalidad.

Por ello, se decidio evaluar la expresion de proteinas sinapticas como SYP una
glicoproteina asociada a la membrana de vesiculas sindpticas en la presinapsis, indicadora
de sinaptogénesis, y la proteina PSD-95, proteina de andamiaje situada en la densidad
postsinaptica de botones dendriticos. Ambas se emplearon como un correlato de
modificaciones plasticas en la ultraestructura sindptica de neuronas en el GD, también
observandose la proteina de Arc (proteina asociada a la actividad regulada por el
citoesqueleto) un gen de expresion temprana modulado por actividad sindptica y que se

sabe tiene un papel importante en remodelacion del citoesqueleto de espinas dendriticas.

8.1 Modificacion en proteinas sindpticas v funcionales posterior a una tarea de

exploracion y al paradigma de MAC

Los resultados observados en la expresion proteica, comparando el efecto de la evocacion
de la MAC con el efecto de exploracion, no mostraron diferencias significativas en la

expresion de PSD-95, SYP o Arc entre ninguno de los grupos.
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Existe evidencia de que después de procesos de aprendizaje y memoria, ocurren
modificaciones estructurales en sitios postsinapticos de espinas dendriticas. Estas
modificaciones actividad-dependientes se han observado posterior a la induccion de la LTP
y 24 horas posteriores al aprendizaje de una tarea de condicionamiento de parpadeo, en los
que se demostr6 un aumento del numero de espinas dendriticas, multiples botones
dendriticos 'y sinapsis perforadas (Lampercht y LeDoux, 2004). Asimismo,
Nithianantharajah y Murphy (2008), encontraron que posterior a la evocacion de una tarea
de Condicionamiento Aversivo al tono hubo un aumento significativo en niveles de SYP en
la Amigdala Baso Lateral de ratones condicionados en comparacion con los controles 6
horas posterior al entrenamiento. Siguiendo esta linea, O’Malley y colaboradores (1998)
también observaron cambios en la densidad de espinas 6 horas posteriores al entrenamiento
de tareas de aprendizaje motivadas por el miedo. Tal cambio podria resultar de un aumento
de la densidad de vesiculas sindpticas, o como parte de un aumento mas general en tamafio
o numero de sinapsis. En otros estudios también se ha se ha evaluado la importancia de la
expresion de PSD-95 en la formacion de memorias espaciales (Migaud et al., 1998), asi
como en la formacion de memorias aversivas contextuales, y se ha reportado que su
ablacion resulta en un déficit conductual de dichas tareas (Nagura et al, 2012). En
contraposicion a esta evidencia, nuestros datos mostraron que posterior a la evocacion de
una memoria aversiva al contexto no se observaron cambios en el contenido de estas
proteinas sindpticas ni en animales “sham” ni en los grupos post-infusion. En esta tesis, la
evaluacion de la MAC se realizd 24 horas posteriores al entrenamiento y los animales se
sacrificaron 30 minutos después de la evocacion de la memoria., esto nos podria indicar que
tal vez esta ventana temporal post-evocacion no fue suficiente para evidenciar cambios

significativos en estas proteinas, en las tareas evaluadas.

Por otro lado, pudimos observar una tendencia a disminuir el contenido de Arc en los
grupos 30d AK CC comparandolo con 30d AK exploracion (Fig. 16 E). Resultados de
diferentes estudios muestran que la expresion de Arc ocurre tanto en respuesta a una tarea
de exploracion espacial (Ramirez- Amaya et al., 2005), como de una tarea de memoria
aversiva contextual (Besnard ef al., 2012; Chia y Otto, 2013). De esta forma en este trabajo
pudimos comparar la expresion de Arc en dos tipos de memorias en sujetos infundidos con

AK. Nuestros resultados muestran que la expresion de Arc pareceria ser mas sensible ante
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una tarea de exploracidon, que ante una tarea de memoria aversiva. Esta tarea tiene un
componente de estrés que puede resultar en el fortalecimiento de una memoria o también en
procesos como el encogimiento de espinas dendriticas (Kim et al., 2006), lo cual pudiera
ayudar a explicar el aumento de Arc ante la tarea de exploracion, pero no ante la tarea de la

evocacion aversiva.

8.2 Modificacion en proteinas sinapticas v funcionales a lo largo del tiempo (10dias y

30dias) posterior a la infusion de dcido kainico

La comparacion del contenido de las proteinas de interés en las diferentes ventanas de
tiempo (10 dias y 30 dias) posterior a la infusion intrahipocampal de AK, mostrd que la
expresion de la proteina PSD-95 no se modifico a lo largo del tiempo en ningtn grupo (Fig.
14). Sin embargo, los niveles de SYP y Arc mostraron un aumento estadisticamente
significativo en los grupos 30d AK Exploracion al compararlos contra el grupo 10d AK
Exploracion (Fig. 11 D; Fig. 17 D), este aumento también se observo en el grupo 30d AK
CC al comparalo con el grupo 10d AK CC para Arc (Fig. 17 E). De la misma forma, se
observo una tendencia a aumentar el contenido de SYP en el grupo 30d AK CC

comparéandolo con el grupo 10d AK CC (Fig. 11 E).

Estos resultados muestran un patrén particular de SYP y Arc a lo largo del tiempo en
sujetos a los que se le infundié AK, no asi en sujetos a los que solo se les introdujo la
canula. Esto sugiere que, en los animales infundidos con AK esta ocurriendo un proceso
plastico dependiente del tiempo que no sucede en animales controles. De forma interesante
se observa que el aumento de SYP y Arc hacia los 30 dias en los animales con AK ocurre
tanto ante una tarea de exploracion, como de evocacion de la MAC, confirmando que estos
cambios son independientes de las tareas cognitivas a las que fueron sometidos los sujetos.
En animales adultos las primeras sinapsis se forman en aproximadamente 5-9 dias después
de una lesion; la sinaptogénesis puede continuar durante 1-2 meses post lesion (Cotman,
1979). Estos datos apoyan nuestros resultados pues a tiempos cortos posteriores a la
infusion de AK pudimos observar niveles bajos tanto de SYP como de Arc, sin embrago,
estos aumentaron 30 dias posteriores a la infusion del AK posiblemente como una respuesta
de plasticidad sinaptica y funcional debido al dafio excitotdxico. Por su parte nuestros

resultados coinciden con lo antes reportado por Thompson y colaboradores (2014), pues
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también encontraron un aumento de SYP en el hipocampo a lo largo del tiempo posterior a

un dafio por traumatismo craneo encefalico (TCE).

Arc es una molécula reportera de activacion sinaptica, su expresion se ha observado en
neuronas en etapas post-mitoticas (Bramham et al, 2010), su expresion requiere de la
maquinaria adecuada para responder estimulos que provoquen la despolarizacion neural.
Por ello, posiblemente, nuestros resultados reflejen la capacidad de algunas células del GD,
que no estaban inicialmente involucradas en una tarea, de activarse y/o de reclutarse

funcionalmente hacia los 30, pero no hacia los 10 dias post infusion de AK.

8.3 Modificacion en proteinas sindpticas y funcionales posterior a la infusion

intrahipocampal de acido kainico (AK)

Por ultimo se evalud si la infusion misma de AK modificaba la expresion de las proteinas
sinapticas SYP y PSD-95, asi como de la proteina Arc. Los resultados muestran que la
expresion de la proteina PSD-95 no se modifica posterior a la infusion de AK, pues sus

niveles fueron similares a los del grupo al que solo se introdujo la canula (Fig. 15).

Datos observados por Campbell y colaboradores (2012), reportan que 24 horas después de
modelo de TCE, los niveles de PSD-95 disminuyen en el hipocampo ipsilateral al trauma, y
aun a las 48 horas la expresion de la proteina continta baja comparandola con el grupo
control. En nuestro trabajo no se observaron disminuciones post infusion de AK, que es una
entrada masiva de calcio, sin embargo, hay que tomar en cuenta que en la evidencia previa
las ventanas de tiempo de evaluacion de PSD-95 fueron muy proximas al dafio y su
evaluacion fue hasta las 48 horas post TCE, mientras que las nuestra ventana de evaluacion
fueron en tiempos mas posteriores a los reportados ( 10 dias y 30 dias), y tal vez por ello no
encontramos cambios significativos en los niveles del contenido de PSD-95 en el presente

trabajo.

El ensamblaje de PSD-95 correlaciona espacial y temporalmente con la morfologia de
espinas dendriticas, por ello, se ha propuesto que la proteina PSD-95 gobierna la

morfogénesis dendritica (Okabe et al, 2001), sin embargo, ratones mutantes de PSD-95
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exhiben morfologia de espinas dendriticas normal (Migaud et al., 1998). Esto sugiere que
PSD-95 no se encarga directamente de la morfogénesis de espinas, y por otro lado la
disrupcioén de actina en el citoesqueleto conlleva al des ensamblaje de elementos de la
estructura sinaptica, lo que sugiere que la actina ensambla proteinas de anclaje a sitios
postsinapticos y gobierna la morfogénesis dendritica. Por lo tanto, es evidente que la actina
del citoesqueleto es mas responsable que la PSD para la morfogénesis de espinas (Sekino et
al.2007). De esta forma, un mejor indicador de cambios mas robustos seria evaluar otras
proteinas en conjunto con PSD-95, como receptores membranales glutamatérgicos,
proteinas que se han visto asociadas a modificaciones en la PSD y en modificaciones
morfoldgicas de espinas dendriticas como proteinas que se unen a actina como Shank y
Homer, que pueden ser un mejor correlato de modificaciones morfolodgicas dendriticas y

sinapticas.

Por otro lado, en ¢l contenido de SYP no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en su expresion posterior a la infusidon de AK, sin embargo, se observan
tendencias interesantes en SYP y Arc: 1) Los niveles de SYP fueron menores en el grupo
10d AK en relacion al grupo 10d Sham, lo que sugiere que el AK gener6 un desbalance a
nivel sindptico; 2) en el grupo 30d AK Exploracion, se observd una tendencia en aumento
de SYP al compararse con el grupo 30d Sham Exploracioén (Fig.12 A). Esta tendencia es
inversa a la observada en la comparacion 10d AK contra el grupo 10d Sham (ambos
exploracion), en la que se observa una disminucion de SYP en el grupo 10d AK. La
disminucién y posterior aumento de la proteina presindptica SYP con el transcurso del
tiempo post daflo, podria ser un indicativo de un proceso de sinaptogénesis reactiva tal
como se ha seguido en estudios previos (Masliah ef al,1991; Thompson et al., 2006); 3)
Los niveles en el contenido de Arc también se mostraron disminuidos en el grupo 10d AK
Exploracion con respecto al grupo 10d Sham , aunque esta no fue significativa (Fig.18 A),
sin embargo, si se observo un aumento estadisticamente significativo de la expresion de
Arc en el grupo 30d AK Exploracion comparado con su grupo control 30d Sham
Exploracion (Fig.18 D), lo que indica que tanto proteinas funcionales como Arc como SYP
se modifican a lo largo del tiempo en presencia de un estimulo excitotoxico como un
posible proceso pléastico compensatorio que ocurren en el sistema, y de forma interesante

estos cambios son mds notorios en los grupos expuestos a una tarea de exploracion mas que
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a una tarea aversiva contextual, pues en los grupos que se les condiciond no se observan
cambios significativos comparando los grupos Sham con los infundidos con AK en una

tarea de MAC.

Estos resultados permiten concluir que a la par de los eventos de plasticidad celular y
funcional que ocurren en respuesta al dafio del hipocampo, también se dan eventos
moleculares que pudieran contribuir a la reorganizacién de la estructura, y que estos

cambios son mas robustos en compafia de una tarea especifica.

Por otro lado, se ha observado que la sobre activacion neuronal inducida por la infusién
local AK afecta subregiones del hipocampo en las que se concentran receptores post-
sinapticos de kainato las neuronas piramidales CA3-CAl y en las células granulares del GD
0 en receptores presindpticos en las fibras musgosas (Carta et al., 2014). A niveles
moleculares y celulares, se ha observado que convulsiones inducidas por AK estan
asociadas con la activacion de una cascada de eventos que incluyen la expresion génica,
surgimiento de fibras musgosas, y el establecimiento de nuevos contactos sinapticos.
Juntos, estos cambios participan en la induccion de plasticidad reactiva que también pueden
implicar la formacion de conexiones aberrantes (Artinian et al., 2015). Aun cuando nuestra
dosis de AK no mostro crisis tonico-clonicas, ni conductas estereotipadas o atipicas, cabe la
posibilidad de que estos cambios en la expresion a la alta de estas proteinas sinapticas y de
funcionalidad puedan ser una muestra de una respuesta plastica aberrante y no positiva.
Con el fin de aclarar esta pregunta, en la extension del presente trabajo se podria evaluar la
morfologia dendritica por medio de estudios inmunohistoquimicos o por medio de la

técnica de tincion Golgi en GD.

9. CONCLUSIONES

En condiciones fisiologicas, la evocacion de la memoria aversiva contextual, tarea propia
del GD no se acompafia de modificaciones significativas en los niveles del contenido de
proteinas sindpticas, como SYP, PSD-95 o Arc en comparacion con los grupos sometidos a

una tarea de exploracion.
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Los niveles de las proteinas SYP y Arc mostraron una tendencia a aumentar hacia los 30
dias después de la infusion de AK con respecto a los grupos evaluados a 10 dias post
tratamiento, lo que sugiere que esta ocurriendo una respuesta plastica dependiente del
tiempo, y este aumento es dependiente del tratamiento, ya en el grupo de sujetos expuestos
unicamente a la canula no se observo tal efecto, aunado a esto, se pudo observar que estos
cambios fueron mas evidentes en el grupo al que fue sometido a una tarea de exploracion
post dafio excitotdoxico, comparandolos con los grupos sometidos a una tarea aversiva

contextual.
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