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Resumen

La Trombospondina-1 (TSP-1), es una glicoproteina de matriz extracelular, de origen
sanguineo implicada en procesos de cicatrizacion, angiogénesis y migracion celular. En el
cerebro, la TPS-1 es sintetizada y secretada por los astrocitos, donde participa en la
modulacion de la sinaptogénesis, espinogénesis y diferenciacion neuronal en las primeras
etapas del desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC). La TSP-1 mejora el aprendizaje
espacial y favorece la recuperacion motora después de un evento isquémico en ratones,

sugiriendo su participacion en procesos de plasticidad cerebral.

La separacion materna (SM), es un modelo utilizado para producir experiencias tempranas
adversas durante las primeras semanas de vida en los mamiferos. Roedores expuestos a una
SM presentan alteraciones en la generacion de neuronas, modificacion de la arborizacion
dendritica, asi como alteraciones en la densidad sinaptica y nimero de espinas dendriticas.
Sin embargo, se desconoce si la TSP-1 podria participar en estos procesos, por lo que en esta
tesis se buscd establecer si la SM modfica la expresion de TSP-1 y esto correlacionaba con
alteraciones en la morfologia de las espinas dendriticas hipocampales. Nuestros resultados
demuestran que la SM produce una disminucién de casi un 70% en los niveles de TSP-1. Un
andlisis detallado de la morfologia de las espinas dendriticas reveldo que la SM produce
alteraciones en el area de la cabeza de las espinas, pero no en su didmetro, adicionalmente la
SM produce cambios en el ancho y longitud del cuello de la espina, sugiriendo espinas con
cabezas con mayor volumen y cuellos mas largos y delgados. Ademas, se encontrd que los
niveles de TSP-1 correlacionaron con los cambios en la morfologia de la espina dendritica.
Estos resultados sugieren que la TSP-1 podria estar involucrada en los cambios en la

morfologia neuronal inducidos por la SM.

Palabras clave: Trombospondina-1 (TSP-1), separacién materna (SM), dendritas, espinas

dendriticas, plasticidad neuronal.



Introduccién

Las Trombospondinas (TSPs) son glicoproteinas oligoméricas que pertenecen a un grupo de
proteinas de membrana extracelular. Las TSPs estan involucradas en diversos procesos
celulares y de acuerdo con su estado de multimerizacion y de dominio estructural se dividen
en don grupos: subgrupo A, conformada por la TSP-1 y TSP-2 distinguidas por tener una
estructura trimérica y subgrupo B, constituida por TSP-3, TSP-4 y TSP-5, las cuales
presentan una estructura pentamérica (Adams, 2001; Adamas y Lawler, 2004; Bornstein,
2009; Adams y Lawler, 2011).

La TSP-1 es una glicoproteina de union a calcio que es liberada por los granulos a-
plaquetarios (Blair y Flaumenhaft, 2009) en respuesta a una activacion por trombina. En el
cerebro la TSP-1 es sintetizada y liberada principalmente por los astrocitos, durante las
primeras etapas del desarrollo posnatal (Asch, Lawrence, Shapiro y Nachman, 1986),
estimulando el crecimiento de neuritas, migracion neuronal, diferenciacion neuronal y
sinaptogénesis, a partir de la interaccién con el receptor o2p-1 gabapentina y del receptor a
neuroligina-1 (Christopherson et al., 2005; Eroglu, 2009a; Risher et al., 2018; Yu et al.,
2008). La presencia de TSP-1 aumenta el nidmero de sinapsis excitatorias y modula la
formacién y mantenimiento de las espinas dendriticas, ademas mejora el aprendizaje espacial
y ayuda a la recuperacion motora después de un evento isquémico (Cheng et al., 2016;
Garcia, Torres, Helguera, Coskun y Busciglio 2010; Kang et al., 2018). La ausencia de TSP-1
provoca la disminucion en el nimero de sinapsis excitatorias, favorece a la hiperexcitabilidad
y al desarrollo de epilepsia generalizada (Christopherson et al., 2005; Mendus, Rankin-Gee,
Mustapha y Porter, 2015; Santolini et al., 2017), sugiriendo su participacién en procesos de
desarrollo y plasticidad sinaptica.

La separacion materna (SM) es un modelo que permite estudiar el papel de experiencias
adversas en la fisiologia y comportamiento de los organismos en etapas tempranas del
desarrollo. La SM consisten en aislar a las crias del cuidado de la madre y del contacto con
resto de la camada. Existen diferentes modelos de SM, pero de manera general se clasifican
en dos tipos: manipulacion temprana (MT), que consiste en aislara las crias por un periodo de

5-15 minutos y la propia SM, que implica el aislamiento de las crias por un periodo de



aproximadamente 60-180 minutos (Franklin et al., 2012). La SM produce cambios en la
morfologia neuronal, particularmente se ha observado que la densidad de las espinas
dendriticas se ve afectada. Las espinas dendriticas son las principales terminales
postsinapticas excitatorias del SNC (Blanchoin, Boujemaa-Paterski y Plastino, 2014) y son el
mayor sitio de plasticidad cerebral, la importancia de su estudio reside en que un desarrollo
estructural anormal afectard diversas funciones cognitivas y conductuales. Las espinas estan
constituidas en su mayoria por filamentos de actina que permite a la espina dendritica adaptar
diferentes formas, asi como la maduracion y mantenimiento de los circuitos neuronales

(Blanchoin, Boujemaa-Paterski y Plastino, 2014).

El hipocampo es una estructura ubicada en el l6bulo temporal medial. Se ha relacionado con
procesos cognoscitivos como: adquisicion y consolidacion de la memoria, aprendizaje, asi
como modulacion de interacciones sociales y emocionales (Kolb y Whishaw, 2003). Diversos
trabajos han demostrado que los cuidados maternos deficientes durante los primeros dias
postnatales influyen en el desarrollo y maduracion del hipocampo y perturban el estado
fisiologico y anatomico de ésta estructura (Keresztes, Ngo, Lindenberger, Bergner y
Newcombe, 2018; Kim et al., 2015; McEwen, 2016). Particularmente, se ha observado que
altera la arborizacion dendritica y disminuye la densidad de espinas dendriticas (Melo,
Antoniazzi, Hossain y Kolb, 2018; Monroy et al., 2010). Sin embargo, se desconoce los
mecanismos celulares que podria estar involcrados en este proceso, por lo que el objetivo de
la presente tesis fue conocer si la TSP-1 podria estar implicada en las alteraciones neuronales

inducidas por la SM.
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1. Las Trombospondinas (TSPs)

Las Trombospondinas (TSPs) son glicoproteinas oligoméricas, pertenecientes a un grupo de
proteinas de membrana extracelular. Las TSPs pueden interactuar con un gran nimero de
receptores de membrana celular y con una variedad de proteinas de matriz extracelular, lo que
le permite tener interacciones celula-célula y célula-matriz (Adams y Lawler, 2011; Wu et al.,
2017).

Las TSPs han sido involucradas en proceso de migracion celular, cicatrizacion, inflamacion,
respuesta inmune, angiogénesis, homeostasis tisular, apoptdticos, lesiones ateroscleréticas,
cancer, enfermedades cardiovasculares, asi como mantenimiento, integridad y funcion del
miocardio, entre otras, lo que sugiere un papel importante de las TSPs como activadores y/o
moduladores de procesos patolégicos y fisiologicos (Adams, 2001; Adams y Lawler, 2011;
Bornstein et al., 2009; Bujak et al., 2014; Chistiakov, Melnichenko, Myasoedova, Grechko y
Orekhov, 2017; Liu et al., 2015; Zhang y Lawler, 2007).

Las TSPs comparten cierta homologia estructural que incluye: una region carboxilica
terminal, 2-3 dominios de union al Factor de Crecimiento Epidermal (EFG, por sus siglas en
inglés), un dominio de union a calcio y en su porcion amino terminal dominio de tipo C que
se une al factor de Von Willebrand (Adams y Lawler, 2004; Chen, Herndon y Lawyer, 2000).
De acuerdo con su estado de multimerizacion y dominio estructural, las TSPs se dividen en
dos grupos: el subgrupo A, que incluye la TSP-1 y TSP-2, caracterizado por tener una
estructura trimérica y el subgrupo B, conformada por la TSP-3, TSP-4 y TSP-5, las cuales
presentan una estructura pentameérica (Figura 1) (Adams, 2001; Adamas y Lawler, 2004;
Bornstein, 2009; Adams y Lawler, 2011).

subgrupo A 750, (@) -aflN006={_]

TSP3

swgupo B 1oe (0000 €D

TSPS
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Figura 1. Representacion esquematica de las Trombospondinas (TSPs). Las TSPs estan divididas
en dos subgrupos. El subgrupo “A” agrupa a las TSPs con estructura trimérica y el subgrupo B a las
TSPs con estructura pentamérica. La TSPs estdn constituida por un dominio N-terminal (negro),
repeticiones procoladgeno (roja), repeticiones de properdina (naranja), repeticiones EGF (azul),
repeticiones de unién a calcio (Gris) y su porcion amino terminal el dominio de tipo C que se une al
factor de Von Willebrand (verde) (modificado de Eroglu et al., 2009b).

1.1 Trombospondina-1 (TSP-1)

La trombospondina-1 (TSP-1), es una glicoproteina de unién a calcio que es liberada por los
granulos o-plaquetarios (Blair y Flaumenhaft, 2009) en respuesta a una activacion por
trombina. La TSP-1 fue el primer miembro de la familia de TSPs en ser identificado como
un factor clave en el microambiente tumoral. La TSP-1 es una proteina homotrimérica de
aproximadamente 450kDa constituida por tres cadenas peptidicas idénticas unidas a traves de
puentes disulfuro (Chen et al., 2000). Estructuralmente la TSP-1 esta constituida por : 1) un
dominio N-terminal, que participa en procesos de adhesion, proliferacion, migracion celular,
endocitosis, hemostasis y angiogénesis; 2) un sitio de union homdlogo al procolageno, que
funciona como unidad de ensamblaje de inhibicidn de la angiogénesis; 3) tres regiones con
secuencias repetidas, conocidas como secuencias tipo 1 (TSRs) o de union a properdina, que
facilita la adhesion celular, crecimiento de neuritas, apoptosis e inhibe la proliferacion y
angiogénesis; 4) secuencias tipo Il que contiene un sitio de union al (EGF), conformado por
los sitios de union a la heparina, seguido por regiones que contienen secuencias de
aminodacidos con homologia al procolageno, properdina, EFG, que favorece al crecimiento
celular; y secuencias tipo Il (TSR3s) o sitio de unién a calcio, involucrado en la adhesion
celular por medio de canales de calcio (Huang, Sun, Yuan y Qiu, 2017); y 5) un dominio
carboxilo terminal, implicada en la agregacion plaguetaria, en la adhesion y migracion celular
(Carlson, Lawyer y Mosher, 2008; Chen et al., 2000) (Figura 2). Debido a esta estructura
molecular, la TSP-1 interactta con diferentes ligandos, incluyendo componentes estructurales
de la matriz extracelular y receptores como: a2 — 1 gabapentina CD36, CD47, TNF-R1,
TGF-B y MMP-9, factores de crecimiento, citoquinas y proteasas (Resovi, Pinessi, Chiorino
y Taraboletti, 2014), la interaccién con cada uno de estos receptores permite su participacion
en procesos como: la angiogénesis, coagulacion, respuesta inflamatoria, crecimiento celular,

vias de proliferacion de células de la musculatura lisa, apoptosis y estimulacion de la
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actividad de macrdéfagos (Adams y Lawyer, 2004; Chen et al., 2000; Huang et al., 2017;
Lopez-Dee, Pidcock y Gutiérrez, 2011; Maier et al., 2016; Stenina-Adognravi, 2014; Urao et
al., 2017).

Figura 2. Estructura y dominios de la trombospondina-1 (TSP-1). La representacion grafica

muestra los dominios de la TSP-1, cada dominio sefialada por flechas tiene una funcion celular

Unién procolageno Union a EGF COOH Terminal
# Inhibicion de la % Crecimiento » Adhesion celular
angiogénesis. celular » Mligracion celular

1 | 1
1

T Unidn a properdina Unién a Ca?*
NH2 Terminal » Adhesion celular » Adhesion a
% Adhesidn » Crecimiento de neuritas través de los
» Extensién » Inhibicidon de la canales a Ca?*
» Migracion proliferacion y de la
» Proliferacion angiogénesis
celular ¥ Induccion de la apoptosis

particular que depende del receptor al que se una (Modificado de Lawler, 2000).
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1.2 Trombospondina-1 (TSP-1) y sus funciones cerebrales

En el Sistema Nervioso Central (SNC), la TSP-1 es sintetizada y secretada por los astrocitos
(Asch, Lawrence, Shapiro y Nachman, 1986), principalmente durante las primeras etapas del
desarrollo posnatal (Adams y Tucker, 2000). Su expresion durante este periodo hace que
interactue con receptores a2f3-1 gabapentina y receptores a neuroligina-1, estimulando el
crecimiento de neuritas, migracion neuronal, diferenciacién neuronal, sinaptogénesis y
formacion de espinas maduras a través de vias de sefializacion que incluyen la via del Factor
de Intercambio de Nucledtido de Guanina (GEFs, por sus siglas en inglés) y la via de RAS.
(Figura 3) (Christopherson et al., 2005; Eroglu, 2009a; Risher et al., 2018; Yu et al., 2008).

Términal
presinaptica
/ ~ P e 4
TSP-1 ! TSP-1
< ¥
Astrocito a TSP-1 Astrocito
TSP NOUInL
023-1 U"(}m', ”
» = °
» /
. -
Términal Actina ™ o

postsinaptica - e

Figura 3. Representacion esquematica de la participacion de la TSP-1 en la morfologia de la espina
dendritica. La TSP-1 puede unirse a receptores neuronales a2 — 1 gabapentina y neuroligina-1. La TSP-1 se
acopla al receptor a2 — 1 gabapentina y mantiene la unién de la términal presindptica con la términal
postsinaptica. Posteriormente el receptor a2 — 1 gabapentina activa la via del Factor de Intercambio de
nucledtidos de Guanina (por sus siglas en inglés, GEFs), estimulando la union de GTP a Ras relacionado al
sustrato de toxina botulinica 1 (por sus siglas en inglés, Racl) que genera la reorganizacion de actina y modifica

la morfologia de la espina dendritica (Modificado de Risher et al., 2018).
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En modelos experimentales de la enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down y sindrome
de X fragil se ha observado que la presencia de TSP-1 revierte la pérdida de espinas
dendriticas e incrementa el nimero de sinapsis (Cheng et al., 2016; Garcia, Torres, Helguera,
Coskun y Busciglio 2010; Kang et al., 2018; Min-Son et al., 2015). La TSP-1 también esta
involucrada en las alteraciones sinépticas provocadas por la estimulacion tetanica en modelos
de epilepsia (Okada-Tsuchioka et al., 2014) y se ha reportado que la TPS-1 mejora el
aprendizaje espacial y la recuperacion motora después de un evento isquémico (Cheng et al.,
2016; Chu et al., 2015; Liauw et al., 2008). Niveles bajos de TSP-1 se asocian a un
decremento del nimero de sinapsis excitadoras y favorecen la hiperexcitabilidad asi como el
desarrollo de epilepsia generalizada (Christopherson et al., 2005; Mendus, Rankin-Gee,
Mustapha y Porter, 2015; Santolini et al., 2017), sugiriendo un papel importante de la TSP-1

en la formacion, mantenimiento de sinapsis y en la plasticidad neuronal.

2. Espinas dendriticas
Las espinas dendriticas son estructuras bulbosas y minusculas que sobresalen de la dendrita y
son consideradas las principales terminales postsinapticas excitatorias del SNC. Fueron
descritas por primera vez por Santiago Ramon y Cajal durante sus estudios de células de
Purkinje en el cerebelo de palomas, empleado la tincion de Golgi (Colgan y Yasuda, 2014;

Garcia-Lopez, Garcia Marin y Freire, 2007).

Estructuralmente, las espinas dendriticas estan constituidas por filamentos de actina,
ensambladas con la membrana plasmatica en redes ramificadas con microtubulos que se
encuentran a lo largo del eje dendritico (Colgan y Yasuda, 2014). Son capaces de adaptar una
alta diversidad de formas, esencial para la maduracién neuronal y el mantenimiento de los
circuitos neuronales (Blanchoin, Boujemaa-Paterski y Plastino, 2014). De manera general, las
espinas dendriticas se caracterizan por desarrollar un cuello delgado, que comunica y une
fisicamente a la dendrita con la cabeza de la espina (Figura 4). En la superficie de la espina se
encuentran proteinas de andamiaje que contienen multiples dominios de interaccién con
proteinas que de manera directa o indirectamente se unen a receptores sinapticos,
desencadenando la activacion o el silenciamiento de vias de sefializacion intracelular (Fortin,

Srivastava y Soderling, 2012).
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Figura 4. Representacion esquematica de la espina dendritica. Las espinas dendriticas estan constituidas por
tres estructuras: 1) la base de la espina, que une fisicamente la rama dendritica con la espina y es el punto en
donde inicia el cuello; 2) el cuello es una estructura que comunica y unen la dendrita con la cabeza y 3) cabeza
sitio donde se encuentra la terminal postsindptica, moléculas de adhesidn celular, receptores y canales iénicos. A
lo largo de toda la espina desde la base hasta la cabeza se desarrollan filamentos de actina que son proteinas que

le permite a la espina cambiar su forma (Obtenido de Valencia, Colin y Van der Goes, 2017).

Las espinas dendriticas son un componente clave en la modificacion de la funcidn de redes
neurales, por lo que se consideran los principales sitios de plasticidad sinaptica en el SNC
(Minerbi et al., 2009). Los cambios en el volumen de la espina pueden mostrar fluctuaciones
espontaneas (crecen y se acortan), pero sélo aquellas que son capaces de generar un contacto
sinaptico pueden mantenerse a lo largo del tiempo, vinculandose con diversos procesos como
la potenciacién y la depresion sinaptica (Gonzalez-Burgos, 2012). En este sentido Tonegawa,
Liu, Ramirez y Redondo (2015), plantean que procesos cognoscitivos, como el aprendizaje y
la memoria, producen cambios en la eficiencia sindptica a partir de la persistencia y
debilitamiento de la potenciacion y depresion sinaptica, provocando el remodelamiento local

dentro de redes neuronales relevantes (Bertling y Hotulainen, 2017).

16



En otros trabajos se ha observado que la induccién de la Potenciacion a Largo Plazo (LTP,
por sus siglas en inglés) por medio de estimulacion tetanica o por experiencias de aprendizaje
modifica el volumen de las cabeza de la espina asi como la densidad postsinaptica, aumenta
el nimero de vesiculas y la translocacion de receptores AMPA y NMDA en la membrana
plasmética, fortaleciendo la comunicacion sinaptica, a través de la maduracion y el
establecimiento de contactos sinapticos maduros y estables (Asrican, Lisman y Otmakhov,
2007; Hill y Zito, 2013; Matsuzaki, Honkura, Ellis-Davies y Kassai, 2004). La ausencia de
LTP y la induccion de la depresion a Largo Plazo (LTD, por sus siglas en inglés), conducen a
la expansion inestable que desencadena el colapso de la espina, ademas de reducir su
volumen (Elias, Yang, Wang y Tian, 2018; Kasai et al., 2010; Nargerl, Eberhorn, Cambridge
y Bonhoeffer, 2004; Redondo y Morris, 2011; Yang et al., 2008; Zhou, Homma y Poo, 2004;
Zito, Scheuss, Knott, Hill y Svoboda, 2009 ). Sin embargo, los mecanismos celulares

involucrados en estos procesos no se conocen totalmente

3. Separacion materna

En mamiferos, el cuidado parental es fundamental para el desarrollo y supervivencia de la
especie. Desde las etapas de gestacion, se despliegan conductas que han sido seleccionadas a
través de la historia evolutiva necesarias para la supervivencia de las especies. En el caso de
los humanos, las experiencias sociales forman parte indispensable del desarrollo de su SNC.
El contexto social en los primeros dias de vida se reduce exclusivamente al cuidador
primario, que generalmente es la madre, estableciendo una relacién critica con los hijos, que

influye en el desarrollo afectivo, social y cognitivo del nifio (Escolano-Pérez, 2013).

Desde la gestacidn y aun mas después del nacimiento se despliegan un repertorio de
conductas maternas que procuran el mantenimiento y cuidado de los hijos, estas conductas
consisten en lactancia, aproximacion, contacto fisico, estimulacion auditiva y olfativa, que
regulan diversos sistemas fisiol6gicos en la madre y en los hijos como el reloj biolégico,
ritmo cardiaco, termoregulacion, atencion y exploracion de objetos (Fledman, 2011). El
cuidado parental bajo condiciones de estrés cronico se asocia principalmente a dificultades
econdmicas, falta de compromiso social, apoyo emocional y depresion postparto, que llevan a

desencadenar cuidados negligentes e incrementar el riesgo en los hijos de desarrollar
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desordenes del estado de animo, cognitivos y conductuales (Bovette-Turcot et al., 2017). Por

lo tanto, los padres juegan un papel fundamental en el desarrollo posterior de los hijos.

En roedores, las hembras expresan una serie de conductas estereotipadas, indicadores de un
buen cuidado materno, como son: la construccion del nido antes del parto, mantenimiento de
las pupas dentro del nido, acicalamiento, transportacion por medio de la boca y lactancia
(Kuhn y Schanberg, 1998). En contraste, en el cuidado deficiente disminuye la frecuencia de
conductas de aseo, alimentacién y mantenimiento de la temperatura (Franklin, Saab y
Mansuy, 2012), estas conductas son la principal fuente de estimulaciéon sensorial para las
crias, la combinacion de estas sefiales ayuda al desarrollo del SNC, mientras que la ausencia
de esta estimulacion genera respuestas de estrés (Chen y Hong, 2018).

3.1 Modelos de separacion materna

Los modelos de Separacion Materna (SM) permiten conocer el papel de experiencias
adversas en la fisiologia y en el comportamiento de los organismos en etapas tempranas del
desarrollo y a lo largo de su vida. Los modelos consisten en aislar a las crias del cuidado de la
madre y del contacto del resto de las crias de la camada. Si el periodo de aislamiento es de 5-
15 minutos, los modelos son conocidos como Manipulacién Temprana (MT) y si el periodo
de aislamiento es de 60-180 minutos, los modelos son Ilamados privacion o SM (Figura 5).
En la MT se ha observado que al momento de reunir a la madre con las crias incrementa el
cuidado materno, la resiliencia de eventos traumaticos en la edad adulta, disminuye la
capacidad de generar respuestas de estreés y favorecer el rapido retorno a la linea base de
glucocorticoides, minimizando el riesgo de dafio cerebral (Cirulli et al., 2003), mientras que
en la SM, se irrumpen con los cuidados maternos, lo que genera estrés tanto en la madre
como en las crias. En el caso de las crias, desarrollan hiperactividad del Eje Hipotaldmico
Hipofisario Adrenal (HPA-axis, por sus siglas en inglés), que lleva a una mayor exposicion
de glucocorticoides en el SNC, interfiere con el desarrollo de neurotransmisores, mecanismos
de transcripcion genética y diferenciacion neuronal (Franklin et al., 2012; Meaney, 2001,
Tata, 2012; Van Bodegom, Homberg & Hencken, 2017; Weinberg et al., 1978).

Los modelos de SM incluyen diversas variantes como: 1) tiempo de privacion, que puede
variar desde 1 hora hasta varias horas, observado que a mayor tiempo de privacién son
mayores los efectos adversos a corto y a largo plazo (Boccia y Pedersen, 2001); 2) contacto

con la camada, que depende del disefio de la incubadora y el lugar donde se coloquen durante
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la privacion, si la incubadora se encuentra en otra habitacion se puede producir aislamiento
olfativo, tactil, visual y auditivo; mientras que si se encuentra en la misma habitacion, se
genera un aislamiento visual y tactil (Arborelius y Eklund, 2007) y 3) también se puede variar
la estancia de la madre, por ejemplo, se puede dejar en la jaula de alojamiento con los
roedores que no se van a utilizar en el procedimiento experimental o aislar a la madre

completamente (Boccia y Pedersen, 2001).

El modelo SM descrito por Bock et al. (2005), consiste en separar las crias de la madre y de
sus hermanos por 2 horas diarias, durante los primeros 14 dias postnatales. Se ha observado
empelando este modelo en la cepa C57BL/J puede generar alteraciones en la arborizacion y
densidad dendritica en las neuronas hipocampales, lo que podrian estar relacionado con los
problemas que se han observado de aprendizaje y memoria en la edad adulta. Figura 5.

Paradigmas experimentales basado en el cuidado materno. A) Un buen cuidado materno se presenta cuando

expresan conductas como: acicalamiento, lactancia, mantenimiento de la temperatura y construccion del nido

A) Variacién natural en el cuidado

=

Buen cuidado materno Pobre cuidado materno

B) Manipulacion temprana

M
i Incremento del cuidado materno
C) Separacion materna o privacion

Estrés de la madre 2.a3 horas.
lPredeub!e 0 impredecible)

A AR

(izquierda), mientras que un pobre cuidado materno se presenta cuando se ausenta o se despliegan en menor

nivel estas conductas (derecha). B) En la Manipulacién Temprana (MT) se separan las pupas de su madre por un
periodo no mayor a 15 minutos (izquierda). Cuando retornan con su madre se observa mayores conductas
maternas que favorecen a la resiliencia de las pupas cuando son adultas (derecha). C) En la Separacion Materna
(SM) el periodo de privacion es més largo, puede ser de 2 a 24 horas. La separacion puede ser siempre a la
misma hora (predictible) o en diferentes momentos del dia (impredictible). La SM interfiere con el cuidado

materno causando la incapacidad de las pupas para regular el estrés (Modificado de Franklin et al., 2012).
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3.2 Cambios neuroanatémicos relacionados con la SM

Durante el periodo postnatal, en el SNC se presenta diveros periodos criticos que son
necesarios para su maduracién, la exposicion a eventos adversos durante los primeros dias
posnatales puede interferir con el desarrollo del cerebro, alterar la maduracién neuronal y
aumentar el riesgo de padecer desdrdenes psiquidtricos (McEwen et al., 2015; Meyer y
Feldon, 2010).

Durante los primeros 14 dias (DPN) en la corteza del ratén se desarrollan las neuronas,
crecen axones y dendritas, acompafiados de la sinaptogénesis y poda neuronal, crecimiento de
la materia gris y a partir del 22 DPN ocurre una rapida mielinizacion (Farhy-Tselnicker y
Allen, 2018).

Entre los cambios observados en Corteza Frontal (CF) de roedores expuestos a SM se
encuentran: aumento de los receptores GIuR1 y GIuR2, incremento de la fosforilacion de
aCAMKII y de la proteina de densidad postsinaptica 95 (PSD 95), un marcador de
maduracion sinaptica, mientras que decrementa la densidad de neuronas inhibitorias y de
espinas dendriticas de la capa II/Ill de neuronas piramidales, asociados a un bajo desempefio
en tareas de interaccion social y memoria de trabajo en comparacion con los ratones control
(Chocyk et al., 2013; Holland, Granguly, Potter, Chartoff y Brenhouse, 2014; Rincel et al.,
2018).

También se ha reportado una disminucion en el area del soma de células neuronales ubicadas
en la CF, Corteza Retrosplenial (CR) y en la Corteza Motora (CM) (Aksic et al., 2014),
alteraciones en la mielinizacion, asi como en la maduracién de neuronas glutamatérgicas de
la amigdala y modificaciones en los mecanismos reguladores de la plasticidad sinaptica
(Danielewicz, Trenk y Hess, 2017; de Campo et al., 2017; Sarabdjitsingh, Loi, Joels,
Dijkhuizen y Van de Toorn, 2017); sobreexpresion de receptores glutamatérgicos y
marcadores sinapticos en corteza prefrontal (CPF, por sus siglas en inglés) (Chocyk et al.,
2013; Wieck, Andersen y Brenhouse, 2013), asi como alteraciones en la expresion de
marcadores gliales (Marco et al., 2013; Récamier-Carballo, Estrada-Camarena y Ldpez-
Rubalcava, 2017) y factores neurotroficos (Dandi et al., 2018; Seo, Lee, Hien, Park y Kim,
2017).
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3.3 Hipocampo y SM

El hipocampo es una estructura ubicada en el 16bulo temporal medial, esta constituida por el
cuerno de Ammon cual se divide en cuatro grupos: CAl, CA2, CA3 y CA4 y giro dentado.
Cada region tiene distintos tipos de neuronas: células piramidales (en la region CAl, CA2 y
CA3), células granulares (giro dentado), células intrinsecas (células polimorfas),
interneuronas GABAérgicas y células musgosas. El hipocampo principalmente se ha
relacionado con procesos cognitivos como: adquisicion y consolidacion de la memoria,

aprendizaje, modulacion de interacciones sociales y emocionales (Kolb y Whishaw, 2003).

Los cuidados maternos deficientes durante los primeros dias postnatales influyen en el
desarrollo y maduracién del hipocampo, alterando el estado fisioldgico y anatomico de esta
estructura, cuyos efectos pueden desencadenar desde la pubertad temprana, desordenes
cognitivos, emocionales y conductuales. Algunos trabajos han reportado que la SM tiene un
efecto diferencial dependiendo del sexo de los animales, siendo menos vulnerables las
hembras que los machos (Keresztes, Ngo, Lindenberger, Bergner y Newcombe, 2018; Kim et
al., 2015; Liu et al., 2000; Loi, Mossink, Meerhoff, Den Blaauwen, Lucassen y Joéls, 2015;
McEwen et al., 2015a; McEwen, 2016; Ortiz y Tye, 2014; Van Hasselt et al., 2012). Estudios
realizados en roedores machos demuestran que la SM o la limitacion del material de
anidacion acelera la maduracion neuronal del hipocampo, incrementando la expresion de
receptores tipo NMDA y de células positivas a parvalbumina, pero disminuye la proliferacion
y diferenciacion neuronal, la proliferacion de células granulares del giro dentado y la
expresion de receptores a glucocorticoides, posiblemente como un mecanismo de regulacién
negativa que reduce la respuesta de estrés (Bath, Manzano-Nieves y Goodwill, 2016;
Oreland, Nylander y Pickering, 2010 ). Otros estudios demuestran que roedores machos
expuestos por 24 horas a SM, presentan cambios en la estructura hipocampal, reduccién en la
neurogénesis y cambios en la maduracién neuronal, ademas de alteraciones en algunos
procesos cognitivos y desarrollo de conductas tipo ansiosas e impedimentos en la memoria
espacial, (Bian et al., 2015; Masrour, Peeri, Azarbayjani y Hosseini, 2017; Shin, Han, Woo,
Jang y Min, 2016; Sousa et al., 2014).
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Por otro lado, la SM puede genera cambios estructurales, particularmente tiende a disminuir
la longitud dendritica apical en CA3 vy alterar la densidad y la morfologia de espinas
dendriticas (Eiland y McEwen, 2010; Melo, Antoniazzi, Hossain y Kolb, 2018; Monroy et
al., 2010; Oreland, Nylander y Pickering, 2010; Poeggel et al., 2003).

3.4 Espinas dendriticas y SM

La SM produce cambios diferenciales en la arborizacion y longitud dendritica en las areas
cerebrales, por ejemplo: en la CPF la SM produce atrofia de la arborizacion dendritica basal,
contraccion de las ramas apicales, aumento de la longitud y nimero de ramificaciones
dendriticas, sin embargo en el nucleo accumbens (NAc) la SM genera una disminucion en la
longitud dendritica (Cirulli et al., 2003; Conrad et al., 2017; Monroy, Hernandez-Torres y
Flores, 2010; Muhammad y Kolb, 2011; Koe, Ashokan y Mitra, 2016; Vyas, Bernal y
Chattarji, 2002; Yang et al., 2014). Los cambios en las dendritas no son solamente diferentes
dependiendo de la estructura cerebral, también del tiempo de exposicion a una SM, por
ejemplo, ante un s6lo evento de SM no se observaron cambios en la longitud ni en el nimero
de ramificaciones dendriticas y por lo tanto en la complejidad del arbol dendritico (Krugers et
al., 2012), mientras que una SM durante los primeros 14 dias postnatales conduce a un
aumento en la longitud dendriticas y en el nimero de ramificaciones (Koe, Ashokan y Mitra,
2016).

Por otro, lado se han encontrado cambios en la densidad de espinas dendriticas de diversas
areas cerebrales, estos cambios también son diferenciales dependiendo del periodo de
privacion asi como de la cepa empleada, por ejemplo, en la Corteza prefrontal medial (por
sus siglas en inglés, CPFm), que es una estructura clave para la regulacion de la respuesta de
estrés, ocurre una disminucion en la densidad de espinas basales de neuronas piramidales de
la capa Il y lll, disminucion de espinas delgadas en el DNP 21 y DPN 40, asi como en la
densidad de espinas en subregiones de la CF como la Corteza insular agranular dorsal
(Farrel, Holland y Brenhouse, 2016; Rincel et al., 2018), sin embargo en la Corteza
Cingulada ocurre un aumento en la densidad de espinas ( Melo, Antoniazzi, Hossain y Kolb,
2018). También se ha encontrado que aumenta la densidad de espinas primarias y secundarias

en la amigdala basolateral, (Koe, Ashokan y Mitra, 2016). Con respecto al hipocampo, los
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cambios que se observan en la densidad de espinas varian en funcion de la subregién
estudiada, asi como del DPN en que se analiza la morfologia neuronal, por ejemplo, se ha
encontrado una disminucion en la densidad de CA1 al 21 PDN, mientras que en el 95 PDN se
observa un aumento y ocurre una disminucion en la densidad de espinas en el giro dentado en

la edad adulta (He et al., 2018). Un resumen de estos cambios se presenta en la tabla 1.
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Tabla 1. Estudios sobre la SM y espinas dendriticas.

Area cerebral Modelo de | DPN/ tiempo Edad DPN Cambios en Referencias
SM de espinas
separacion dendriticas
Corteza ratas Sprague- | 2-20/ 4 hrs. Adolescencia 1 Ramificacion Farrel, Holland,
Prefrontal (area | Dawley (%) 40 DPN. dendritica Shansky y
infralimibica) Brenhouse,
espinas 2016.
L delgadas
Diametro de
la cabeza de
1 espinas
v
Corteza insular | Ratas Long- 3-14/3 hrs. Adolescencia densidad de Melo,
agranular dorsal | Evans temprana 1 espinas Antoniazzi,
(A& 95 DPN capa Ill Hossain y Kolb,
2018
CA1l Ratas Long- 3-14/ 3 hrs. Adolescencia densidad de Melo,
Evans temprana espinas Antoniazzi,
(A& 95 DPN Hossain y Kolb,
2018
Corteza Ratas Long- | 3-14/ 3 hrs. Adolescencia densidad de Melo,
cingulada Evans temprana espinas Antoniazzi,
) 95 DPN capa Ill. Hossain y Kolb,
2018
Amigdala ratas wistar 2-14/ 2 hrs- | Adolescencia 4 densidad de Koe, Ashokan y
basolateral (@) 84 DPN espinas Mitra, 2016
Giro dentado | Microtus 14-21 Adolescencia l densidad de He, Guo, Yang,
mandarinus 83 DPN \ espinas Wang, Zhang,
(2-3) Yuan, li, Zhang,
@ # Hou, Yang, Jia
ramificacion |y Tai, 2018.
Corteza ratas wistar 3/ 24 hrs. 3 PDN reduccion Sarabdjitsingh,
prefrontal (A L volumétrica Loi, Joels,
ventromedial y Dijikhuizen y

orbitofrontal

van der Toorn,
2017.
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Cerebelo ratas wistar 3/ 24 hrs. 3 PDN reduccion Sarabdjitsingh,
(A3) l volumétrica | Loi, Joels,
de materia | Dijikhuizeny
blanca van der Toorn,
2017.
Cuerpo estriado | ratas wistar 3/ 24 hrs. 3 PDN Sarabdjitsingh,
dorsomedial (A3) materia Loi, Joels,
l blanca Dijikhuizen y
van der Toorn,
2017.
Corteza Ratas Long— | 3-21/3 hrs. 21 DPN densidad de | Muhammad y
Prefrontal Evans 1  espinasy Kolb, 2011.
(PCF) (& crecimiento
dendritico.
NAc Ratas Long— | 3-21/3 hrs. 21 DPN Muhammad y
Evans T longitud Kolb, 2011.
dendritica
(&)
NACc Ratas Long— | 3-21/3 hrs. 21 DPN Muhammad y
Evans 11 longitud Kolb, 2011.
(?) dendritica
ratas 2-20/6 hrs. 21 PDN dendritas Ohta, Suzuki,
CAl Sprague— apicales Warita, Kaji,
Dawley proximales | Kusakay Miki,
(A de neuronas | 2017
piramidales
Corteza Takatsuru,
somatosensorial espinas tipo | Yoshitomo,
(SSC, por sus { hongo Nemoto, Eto y
siglas en inglés) Nabekura,
tasa de 2009.
*  pérdida de
espinas
tipo hongo
Corteza ratas wistar 1-14/3 hrs. Adolescentes Chocyk,
Prefrontal (A 35 DPN espinas Bobula, Dudys,
(mPFC, por sus apicales y Przyborowska,
siglas en inglés) basales de la Majcher-
capa /11 Maslanka, Mes
piramidales y Wedzony,
proteina de 2013.
densidad
postsinaptica
95

25




4. Justificacion

Los modelos de SM son herramientas que permiten estudiar experiencias adversas en estados
tempranos del desarrollo y la influencia de estos en la etapa adulta (Bock et al., 2005).
Diversos trabajos han demostrado que la SM induce cambios en la anatomia y fisiologia del
SNC, estos cambios dependen del tiempo de SM, de la cepa estudiada y del area analizada.
Por lo tanto, es necesario empezar a caracterizar de manera sistematica los efectos de la SM.
En particular, en la cepa C57BL/6J se han observado cambios especificos en el hipocampo,
como por ejemplo: alteraciones en la morfologia neuronal, en la densidad de espinas
dendriticas, asi como cambios cognocitivas y conductuales asociadas a la SM (Monroy et al.,
2010; Ovtscharoff, Helmeke y Braun, 2006). No obstante, los mecanismos celulares
asociados a estas alteraciones no se conocen completamente. La TPS-1 es una proteina que es
sintetizada y liberada por los astrocitos durante el desarrollo del SNC y que esta implicada en
los procesos de sinaptogénesis, espinogénesis y diferenciacion neuronal. La disminusion de
TSP-1 afecta la morfologia neuronal (Allen et al., 2009; Cheng et al., 2016; Christopherson et
al., 2005; Villegas, Pifia 2016), sin embargo, se desconoce si los cambios en la morfologia

neuronal inducidas por la SM son dependientes de TSP-1.
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5. Objetivos

Objetivo general:

Analizar los posibles mecanismos celulares implicados en las modificaciones estructurales de

las espinas dendriticas del hipocampo en un modelo de SM en ratones C57BL/6L.
Objetivos especificos:

1) Describir los cambios en los niveles de TSP-1 en el hipocampo de ratones C57BL/6L
relacionados con la SM.

2) Establecer si cambios en los niveles de TSP-1 debidos a la SM se asocian con

cambios en la morfologia de las espinas dendriticas durante la SM.

6. Hipdtesis

H1) La SM dismunuira los niveles de TSP-1 en el hipocampo de los roedores.

H2) La SM generara cambios en la estructura de las espinas dendriticas del hipocampo.
H3) Los cambios en los niveles de TSP-1 producidos por la SM correlacionaran con las
modificaciones en la anatomia de las espinas dendriticas.

H4) La SM no modificara los niveles de TSP-1 en hipocampo de ratones, pero afectara la
morfologia de la espina dendritica.

H5) La SM modificara los niveles de TSP-1 en el hipocampo de roedores, sin afectar la
morfologia neuronal.

H6) La SM no modificara los niveles de TSP-1 en el hipocampo de roedores ni la

morfologia neuronal.
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7. Materiales y Método

7.1 Animales

Se utilizaron crias de ratones macho de la cepa C57BL/6L. La fecha de nacimiento se
designdé como dia postnatal cero (DPNO), después del nacimiento, 24 ratones (12 control y 12
experimental asignados de manera aleatoria) fueron separados y usados para el protocolo de
SM. Todos los ratones se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad (12:12h) con las luces
encendidas de 8:00 am a 8:00 pm, con una temperatura y humedad constante. Tuvieron
acceso ad libitum de agua y alimento durante toda la fase experimental. Todo el protocolo se
realizd durante la fase de luz. El mantenimiento, manipulacion y cuidado de los ratones
siguio las reglas establecidas en la norma Oficial Mexicana (NOM-062-200-1999). El uso de
los animales y el desarrollo experimental fueron previamente aprobado por el Comité de

Etica de la Facultad de Psicologia de la UNAM (FPSI/DIP/CE/07/2015).
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7.2 Procedimiento
Grupo de SM

La SM sigui6 el protocolo descrito en Bock et al. (2005), con algunas modificaciones. Se
utilizé una incubadora de 39 cm de largo por 31 cm de ancho con una altura de 21 cm,
dividida en compartimentos individuales de 10 cm (ancho) X 13 cm (largo) X 21 cm (altura),
para inducir un aislamiento tactil y visual (figura 6). Un cojin térmico fue utilizado para

mantener la temperatura aproximadamente a 32 °C durante toda la fase experimental.

Figura 6. Incubadora utilizada para la SM. La incubadora presenta 9 compartimentos de
10x13x21 cm, en cada compartimiento se pusieron individualmente crias de ratones C57BL/6J desde
del DPN1 hasta el DPN 14.
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A partir del DPN1 y hasta el el DPN14 se llevo a cabo la SM, la cual consistié en separar a
las crias de la madre y del contacto de las demas crias durante dos horas diarias (6-8 pm), las
crias se colocaron individualmente en cada uno de los compartimientos de la incubadora por
el mismo experimentador. La incubadora y la caja de la madre se mantuvieron en la misma
habitacion para generar en las mismas crias una privacion tactil y visual de la madre. Después
del periodo de privacion las crias regresaron a su jaula de alojamiento y se cubrieron con una
delgada capa de aserrin para disminuir el rechazo por parte de la madre. Una vez que las crias
regresaron con la madre no se realiz6 ninguna manipulacion adicional. En el DPN15 se
limpid por Unica ocasion la jaula de alojamiento y permanecieron sin ninguna manipulacion

hasta el DPN22 (Figura 7).
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Grupo control.

Para el grupo control, se mantuvieron las crias con su madre en la jaula de alojamiento sin
ninguna manipulacién desde el DPN1 hasta el dia DPN22. Para minimizar los posibles
efectos de manipulacion por parte del experimentador se limpié una vez la caja comunal en el

DPN 15.

7.3 Diseccion hipocampal.

La diseccion del hipocampo se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por Mathus et al.
(2011). Los animales fueron sacrificados por decapitacion rostral en la primera vértebra
cervical, posteriormente se realizd una incision en la parte media del cuero cabelludo,
empezando desde la parte occipital, hacia el hueso nasal caudalmente. Se realizd un corte en
el craneo siguiendo la linea media, para desplegar las capas del craneo. El cerebro fue
expuesto y se retird de la base del craneo. Una vez que se obtuvo el cerebro completo, se
retird el cerebelo y la parte méas anterior de la corteza frontal. El cerebro se cort6 por la linea
media separando ambos hemisferios, a cada uno de los hemisferios se retird la capa de la
corteza parietal, para dejar expuesto la corteza temporal, esta Ultima fue retirada para dejar
expuestos el hipocampo junto con nucleos subcorticales (Figura 8). El hipocampo fue

extraido y procesado para determinar los niveles de TSP-1.
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Figura 8. Procedimiento para obtener el hipocampo. Después del periodo de experimentacion el
cerebro fue extraido (A) se elimind el cerebelo (B) y la parte anterior de la corteza Frontal (C). Los
hemisferios fueron separados (D) para eliminar la corteza parietal y temporal (E) y exponer el
hipocampo (F).

7.4 Cuantificacion de TSP-1.

Los niveles de TSP-1 fueron determinados a partir de la regién completa del hipocampo en
tejido fresco y siguiendo el lineamiento de los cortes sugerido por Mathus et al. (2011), para
el grupo de SM y control. EI hipocampo fue homogeneizado por separado en un buffer RIPA
por medio de un homogeneizador ultra-Turrax (Ika Works) y centrifugados a 14000 rpm por
30 minutos a 4°C para separar la fraccidn soluble. Los niveles de TSP-1 fueron determinados
inmediatamente con el inmunoensayo ELISA (R&D Systems), siguiendo las instrucciones
del proveedor. El inmunoensayo ELISA es una técnica que cominmente se emplea para

cuantificar proteinas, consiste en un primer anticuerpo que detectara la proteina y segundo
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anticuerpo, el cual estd enlazado a una enzima capaz de generar un cambio de color al
reconocer el primer anticuerpo. Los niveles de TSP-1 fueron obtenidos a partir de la curva
estandar de concentraciones conocidas de TSP-1 (7.81 ng/ml, 15.6 ng/ml, 31.3 ng/ml, 62.5
ng/ml, 125 ng/ml, 250 ng/ml y 500 ng/ml). Para obtener la densidad dptica de las muestras se
utilizé un lector 6ptico a una longitud de 450-530 nm y los resultados fueron expresados

como ng/ml (Garcia et al., 200).

7.5 Impregnacién de Golgi

La Tincion de Golgi es una técnica histoldgica que permite observa la morfologia neuronal,
la arborizacion y las espinas dendriticas en dos dimensiones. Esta técnica se basa en la
acumulacion de depdsito de cromato de argéntico, producida por la reaccion de bicromato de
potasio y nitrato de plata. Después de la SM los ratones fueron decapitados y los cerebros
extraidos y procesados para realizar una impregnacion Golgi-Cox usando el Kit FD Rapid
GolgiStain (FD NeuroTechnologies, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Brevemente los cerebros fueron inmersos en solucion A+B (nitrato de plata) y guardados en
la oscuridad a temperatura ambiente por 3 semanas, posteriormente fueron transferidos a una
solucion C (bicromato de potasio) por 72 horas en la oscuridad. Después de este periodo, los
cerebros fueron incluidos en parafina y rebanados en secciones coronales de 100 pm
(medida estandarizada) de grosor por medio de un microtomo (Ecoshel/335). Los tejidos
fueron dehisdratados con Xilol y montados en portaobjetos para su analisis (Melendez-Ferro,

Perez-Costas y Roberts, 2009; Zaqout y Kaindl, 2016).

7.6 Analisis de la morfologia neuronal

Para analizar la morfologia de las espinas dendriticas se utiliz6 un método semi automatizado

desarrollado por Orlowski y Bjarkam (2012), tomando en cuenta los siguientes criterios: 1)
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seleccion de una dendrita lo més recta posible; 2) se consider6 espina a cualquier
protuberancia que emergiera de esa dendrita; 3) se seleccion6 a la dendrita que presentd
espinas con mayor nitidez, 4) la cuantifiacion de las espinas se normalizé en fragmentos de
50 um a partir del soma. Se capturaron imagenes de cada grupo con un microscopio 6ptico
con el objetivo 100X y se procesaron con el programa ImageFocus v3.0. para calibrar las
imégenes y puedieran corresponder al objetivo utilizando. El andlisis de la morfologia de las
espinas se realizo de acuerdo a Be Bartolo et al (2014). Brevemente, el &rea y el diametro de
la cabeza de las espinas dendriticas se cuantificé por medio de las herramientas de medicion
del programa ImageJ. El area de la cabeza de la espina se marco trazando una linea por todo
el contorno de la cabeza (Figura 5A). Para obtener el didmetro de la cabeza de la espina se
traz6 con una linea horizontal pasando por su centro (Figura 5B). La longitud del cuello de la
espina se obtuvo trazando una linea vertical desde la base de la espina hasta el inicio de la
cabeza (Figura 5C). Para obtener el ancho del cuello, se trazd una linea horizontal pasando

por su centro (Figura 5D).
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Figura 9. Andlisis de la morfologia de las espinas dendriticas. EI procedimiento se realizd de acuerdo a Be

Bartolo et al (2014). Se presenta ejemplos del procedimiento que se siguié para medir la morfologia de la espina
dendritica utilizando la herramienta de medicion del programa ImageJ. A) El &rea se obtuvo trazando una linea
sobre el contorno de la cabeza de la espina. B) El diametro se obtuvo a partir de trazar una linea horizontal que
pasé por el centro de la cabeza. C) La longitud del cuello a partir de trazar una linea partiendo de la base de la
dendrita hasta inicia la cabeza. D) El ancho del cuello de la espina se obtuvo por una linea horizontal que pas6

por el centro del cuello.

35



7.7 AnAlisis estadistico

Una prueba “t” de estudent para muestras independientes fue utilizada para comparar los
niveles de TSP-1 entre grupos. La normalizacion de los datos fue realizada mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Una U de Mann-Witney para muestras independientes fue
utilizada para las comparaciones del tamafio de las espinas dendriticas entre grupos. El grado
de asociacion de los niveles TSP-1 y tamafio de las espinas se realizd mediante analisis de
correlacion de Pearson. Los resultados de los niveles de TSP-1 fueron expresados como el
promedio + error estandar. Mientras que para los resultados de las comparaciones del tamafio
de las espinas dendriticas se reportaron como mediana =+ rango intercuartilico. Una p < 0.05

fue considerada para indicar la significancia estadistica.
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8. Resultados

La SM produjo un decremento en los niveles de TSP-1 en el hipocampo.

Con el objetivo de establecer si eventos adversos en etapas tempranas del desarrollo altera los
niveles de TSP-1 en hipocampo, se cuantific la concentracion de TSP-1 en cerebros de
ratones del DPN 22, expuestos a SM (n= 7) y control (n= 8). Los resultados mostraron que
cuando los ratones son sometidos a condiciones de SM, ocurre una disminucion de
aproximadamente del 70% en los niveles de TSP-1 en el hipocampo comparado con el grupo
control (Control = 100.2 + 9.27 ng/ml; SM = 30.7 + 3.62 ng/ml; t (16) = 5.532, *p< 0.05)
(Figura 10).
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Figura 10. Niveles de TSP-1 en hipocampo de ratones expuesto a SM. Los ratones expuestos a separacion
materna (SM) presentaron una disminucion significativa en los niveles de TSP-1 en comparacién con el grupo

control. Los datos fueron expresados como el promedio + error estandar. *p< 0.05.

37



La SM indujo alteraciones en el area de la cabeza de las espinas dendriticas en
hipocampo.

Con el fin de conocer si la SM generaba cambios en el tamafio de la cabeza de la espina
dendritica en neuronas hipocampales se midié el didmetro y el area de la cabeza de la espina.
Para este estudio después del DPN 22 los cerebros de los grupos control y SM fueron
procesados por medio de una tincién rapida de Golgi. Un total de 380 espinas de 150
neuronas fueron analizadas. Bajo estas condiciones se observd que las cabezas de las espinas
dendriticas del grupo de SM mostraron un mayor tamafio en comparacion con el grupo
control (Figura 11). Un analisis cuantitativo demostr6 que el grupo de SM no present6 un
cambio significativo en el diametro de la cabeza de las espinas dendriticas con respecto al
grupo control (Control = 0.284 + 0.17875 pum, SM = 0.031 + 0.317 pum; z = -.726 p > 0.05)
(Figura 12 A). Sin embargo, si presenté un aumento significativo en el area de la cabeza
(Control = 0.285 + 0.191 pm, SM = 0.719 4+ 0.395 um; z= -11.657,*p < 0.05) (Figura 12 B).
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Figura 11. La SM produjo un aumento en el tamafio de la cabeza de las espinas dendriticas en

hipocampo. Se presentan ejemplos representativos de espinas dendriticas de ratones control (C) y sometidos a

separacion materna (SM). Escala de la barra: 1 um.
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Figura 12. La SM aumento el area de la cabeza de las espinas dendriticas en hipocampo
A) Los ratones que fueron expuestos a SM no mostraron un cambio significativo en el diametro de la cabeza de
las espinas dendriticas en comparacién con el grupo control. B) La SM generd un aumento significativo del area
de la cabeza de las espinas en comparacién con el grupo control. Los datos fueron expresados como la mediana
+ rango intercuartilico * p< 0.05.
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La SM incrementd la longitud del cuello de las espinas dendriticas en hipocampo.

Con el fin de determinar si, ademas de los cambios observados en la cabeza de la espina
producidos por la SM también se afectaron otras estructuras de la espina, se analiz6 la
longitud del cuello de un total de 358 espinas. Se observo que el cuello de las espinas del
grupo de SM fue méas largo en comparacién con el grupo control (Figura 13A). Para un
analisis cuantitativo se realiz6 una prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes.
Se encontr6 que ratones expuestos a SM mostraron un aumento significativo en la longitud
del cuello de las espinas dendriticas en comparacion con el grupo control (Contro = 0.512
+ 0.248, SM = 0.6325 + 0.26175; z =-2.719, *p < 0.05) (Figura 13 B).
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Figura 13. La SM aumentd el largo del cuello de las espinas dendriticas de hipocampo. A) Ejemplos
representativos de cuellos de espinas de ratones control (C) y sometidos a sometidos a separacion materna (SM)
B) La SM produjé un aumento significativo en la longitud del cuello de las espinas dendriticas en comparacién
con el grupo. Escala de la barra: 1um. Los datos fueron expresados como la mediana + rango intercuartilico *

p< 0.05.
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La SM promovié el aumento en el ancho del cuello de las espinas dendriticas en hipocampo.

Para el analisis del ancho del cuello de la espina se procedié a medir 340 espinas dendriticas
de hipocampo. En el grupo de SM se observaron cuellos méas delgados en comparacién con el
grupo control (Figura 14 A). Un anlisis cuantitativo encontr6 que ratones expuestos a SM
mostraron una disminucion en el ancho del cuello de las espinas dendriticas en comparacién
con el grupo control (Control = 0.325 + 0.1305 pm, SM = 0.236 + 0.10275 pum; z= -5.381,
*p < 0.05) (Figura 14 B).

A)
B
) 0.5-
T
3 044
-]
°  0.3- *
3 |
g 024
[=]
S 04-
c
m
0.0 '

S

Figura 14. La SM disminuy6 el ancho del cuello de las espinas dendriticas de hipocampo. A) Ejemplos
representativos del ancho del cuello de espinas de ratones control (C) y sometidos a separation materna (SM).
B) Los ratones que fueron expuestos a SM mostraron un decremento significativo en el ancho del cuello de
espinas dendriticas en comparacion con el grupo control. Escala de la barra: 1um. Los datos fueron expresados

como la mediana + rango intercuartilico * p< 0.05.
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Los niveles de TSP-1 correlacionaron con los cambios en el area de la cabeza de la

espina dendritica durante la SM.

Para determinar si, los cambios en los niveles de TSP-1 estaban asociados con cambios en la
morfologia neuronal, se realiz6 una correlacion de Pearson para comparar los niveles de TSP-
1 con el éarea de la cabeza de la espina dendritica. Se encontr6 una correlacion negativa
significativa (r = - 0.90, *p < 0.05), es decir, niveles bajos de TSP-1 correspondieron a

tamanos de cabezas mas grandes de la espina durante la SM (Figura 15).
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Figura 15. Bajos niveles de TSP-1 se relacionaron con el aumento en el tamafio de la cabeza de la espina
dendritica durante la SM. La grafica muestra la correlacion de la comparacién de los niveles de TSP-1 vy el
area de la cabeza de la espina dendritica durante la SM.
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Los niveles de TSP-1 correlacionaron con cambios en la longitud del cuello de la espina
dendritica durante la SM.

Para determinar si, ademas de la relacién observada de los niveles de TSP-1 vy el area de la
cabeza de la espina dendritica producidos por la SM también se encontraron involucrados
cambios en el tamafio del cuello, se decidi6 utilizar una correlacién de Pearson para obtener
el grado de relacion de los niveles de TSP-1y los cambios en el largo del cuello de la espina.
Se encontrd una correlacion negativa significativa (r = - 0.97, *p< 0.05), es decir, niveles
bajos de TSP-1 se relacionaron con una mayor longitud del cuello de la espina dendritica
durante la SM (Figura 16).
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Figura 16. Bajos niveles de TSP-1 correlaciond con una mayor longitud del cuello de la espina dendritica
durante la SM. La grafica muestra la correlacion de la comparacién de los niveles de TSP-1y la longitud del
cuello de la espina dendritica durante la SM.
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Los niveles de TSP-1 correlacionaron con cambios en el ancho del cuello de la espina
dendritica durante la SM.

Para averiguar si, ademas de la relacion que se observd en los niveles de TSP-1 con la
longitud del cuello de las espinas dendriticas producidos por la SM también se encuentraron
involucrados cambios en el ancho del cuello, se realizd una correlacién de Pearson para
obtener el grado de relacion de los niveles de TSP-1 con los cambios en el ancho del cuello.
Se obtuvo una correlacién positiva significativa (r= 0.92 *p< 0.05), es decir, niveles bajos de
TSP-1 corresponden a cuellos mas delgados durante la SM, a medida que aumentan los

niveles de TSP-1, también aumenta el ancho del cuello (Figura 17).
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Figura 17. Bajos niveles de TSP-1 correlacionaron con un incremento del ancho del cuello de la espina

dendritica durante la SM. Se observa la correlacién de la comparacion de los niveles de TSP-1 y el ancho del
cuello de la espina dendritica durante la SM.
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El &rea de la cabeza de la espina dendritica correlacion6 con cambios en el largo y
ancho del cuello de la espina dendritica en hipocampo durante la SM.

Con el propdsito de determinar si hay una relacion entre los cambios en la morfologia
neuronal, después de que los animales fueron sometidos a una SM se realiz6 una correlacion
de Pearson para calcular el grado de relacion entre el &rea de la cabeza de la espina dendritica
con el largo y el ancho del cuello de la espina. Se obtuvo una correlacion positiva
significativa (r= 0.93, *p< 0.05), esto quiere decir que existe una relacion en el tamafio de la
cabeza y en el largo del cuello de la espina dendritica en la SM, cabezas con menor area
correspondieron a cuellos mas cortos, mientras que cabezas con mayor area se relacioné con
cuellos més largos (Figura 18A). Se calculé el grado de relacion del area de la cabeza con el
ancho del cuello, se obtuvo una correlacién negativa significativa (r= -0.93, *p< 0.05), es
decir, que existe una relacion en el tamafio de la cabeza y el ancho del cuello de la espina
dendritica en la SM, cabezas mas grandes correspondieron con cuellos mas delgados (Figura
18 B).
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Figura 18. Correlacion entre los cambios en la morfologia de la espina dendritica en hipocampo durante
la SM. A) Se observa la correlacién del tamarfio de la cabeza con la longitud del cuello. B) Correlacion del
tamarfio de la cabeza con el ancho del cuello de la espina dendritca.
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9. Discusion

El desarrollo postnatal temprano representa un periodo en el que las experiencias de los
individuos y la interaccion con su madre se asocian con el desarrollo emocional y cognitivo.
Este periodo involucra multiples procesos fisiologicos dindmicos que permiten la maduracion
SNC (Molet, Maras, Avishai-Eliner y Baram, 2014). Cada region madura a diferente
velocidad y trayectoria (Avishai-Eliner, Brunson, Sandman y Baram, 2002). Experiencias
tempranas adversas, en el caso de los humanos, por ejemplo: negligencia materna, abandono,
pobreza o violencia, puede irrumpir la relacion madre-infante y conducir a perturbaciones en
el neurodesarrollo, generando alteraciones conductuales y cognitivas en los infantes, con una
mayor probabilidad de padecer en la edad adulta enfermedades del estado de animo, como
depresion, ansiedad y estrés (Escolan-Pérez, 2013; Fledman, 2011; Tractenberg et al., 2016).
La mayoria de los trabajos de investigacion encuentran alteraciones en la funcionalidad del
eje hipotalamico hipofisario adrenal, acompafiado de la liberacion de varios péptidos como
por ejemplo: hormona liberadora de corticotropina (CRH, por sus siglas en inglés),
vasopresina arginina (AVP, por sus siglas en inglés) y hormona adrenocorticotrofina (ACTH,
por sus siglas en inglés), que estimula la corteza adrenal para generar la liberacion de cortisol
(en primates) y corticosterona (en roedores) (Murgatroyd y Spengler, 2011).

En el caso de los roedores, la presencia de conductas maternas, como construccion del nido,
asear, lamer y mantener la temperatura de las crias trae consigo efectos benéficos en el
desarrollo, por el contrario la disminucion o la ausencia de estas conductas desencadena en
una mayor vulnerabilidad a futuros eventos adversos y el desarrollo de trastornos de
ansiedad, depresion, impedimentos en la formacion de la memoria, asi como
comportamientos sociales y cognitivos alterados (Tractenberg et al., 2016).

La SM es un modelo empleado para generar experiencias adversas en etapas tempranas del
desarrollo. Diversos estudios han demostrado que el hipocampo es una estructura altamente
susceptible a la SM, desafortunadamente no existe un modelo unificado, lo que conlleva a
encontrar discrepancias en los resultados, como por ejemplo: en la generacion de neuronas,
en la densidad sinaptica y en el nimero de espinas dendriticas, pero por primera ocasion este
trabajo de tesis permitié caracterizar de manera sistemética los efectos de la SM en el
hipocampo de ratones C57BL/6J, particularmente los mecanismos celulares asociados a la
estructura final de la espina dendritica como es la cabeza y el cuello (McEwen, Nasca &
Gray, 2015b), que podrian estar relacionados con los cambios en la concentracion de

proteinas sindpticas y marcadores de astrocitos y microglia (Marco et al., 2013; Récamier-
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Carballo, Estrada-Camarena y Lopez-Rubalcava, 2017; Réus et al., 2018) y afectar diversos
procesos cognitivos como memoria, aprendizaje, interacciones sociales y emocionales
(Keresztes, Ngo, Lindenberger, Bergner & Newcombe, 2018; Ortiz & Tye, 2014).

En esta tesis se utilizd la SM en ratdbn como analogia de un cuidado materno deficiente.
Nuestros resultados muestran que la SM disminuye los niveles de TSP-1 en hipocampo.
Diversos estudios han reportado que niveles bajos de TSP-1 se asocia con la disminucion de
sinapsis excitatorias y con el decremento de la densidad de espinas dendriticas, cuyas
alteraciones se encuentran presentes en diferentes patologias del neurodesarrollo (He et al.,
2018; Garcia, Torres, Helguera, Coskun y Busciglio 2010). Ademas, se ha demostrado que la
ausencia de TSP-1 afecta la proliferacion y diferenciacion de neuronas (Christopherson et al.,
2005; Eroglu, 2009). Ademés de las alteraciones en los niveles de TSP-1 durante la SM,
también en otros trabajos se han observado cambios en celulas gliales, particularmente en la
astroglia (Marco et al., 2013), lo que podria afectar la secrecién de TSP-1 produciendo una
disminucién en su concentracion extracelular y afectar el desarrollo y mantenimiento de la
espina, pudiendo afectar con ello la modulacion de la transmisidn sinaptica, la liberacion de
neurotranmisores y la funcién y maduracion de los circuitos neuronales (Gavrilov et al.,
2018; Réus et al., 2018).

Las espinas dendriticas son consideradas las principales terminales postsinapticas excitatorias
del SNC (Blanchoin, Boujemaa-Paterski y Plastino, 2014) y son el mayor sitio de plasticidad
cerebral, la importancia de su estudio reside en que un desarrollo estructural anormal de la
espina afectara diversas funciones cognitivas y conductuales. La mayoria de los estudios
sobre SM se han enfocado a estudiar los perturbaciones macronatémicas pero han recibido
poca atencion los cambios que podrian ocurrir en la morfologia de las espinas dendriticas.
Estudios previos han demostrado que la SM afecta la arborizacion dendritica y produce una
disminucion en la densidad de espinas en neuronas hipocampales (Gordillo-Hifareda, 2014).
Este estudio reportd por primera vez que los ratones sometidos a la SM producen
modificaciones en el tamafio de la cabeza y en el cuello de la espina dendritica del
hipocampo, estos cambios podrian ser producidos por los bajos niveles de TSP-1, afectando
las vias de sefializacidn involucradas en la modulacion y mantenimiento del citoesqueleto de
las espinas (Baron-Mendoza et al., 2018). El citoesqueleto de la espina dendritica esta
compuesto principalmente de filamentos de actina y permiten modular la estructura de la
espina a partir de la activacién de receptores AMPA y NMDA que promueven el flujo
intracelular de calcio, generando el alargamiento de la espina mediante la polimerizacion de
actina (Fortin et al 2012; Johnson y Ouimet, 2006).
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Por otro lado, se ha encontraron que la TSP-1 al unirse al receptor a2f8 — I de gabapentina
induce sinaptogénesis y la maduracion de la espina dendritica durante los primeros 10 dias
postnatales en roedores (Risher et al., 2018) siendo precisamente el periodo en que ocurre la
SM. La TSP-1 al unirse al receptor a2 — 1 gabapentina genera la union de la presinapsis con
la postsinapsis y activa la via de sefializacion de Ras relacionada con el sustrato de toxina
botulinica 1 (Racl, por sus siglas en inglés) miembro de las proteinas Rho GTPasas,
importante para el desarrollo y mantenimiento de la espina dendritica, activado la
reorganizacion del citoesqueleto. La reduccion en los nivele de TPS-1 afectaria la activacion
de estas vias de sefializacion, produciendo alteraciones en el crecimiento y maduracionde las
espinas dendriticas (Adams y Schwartz, 2000; Risher et al., 2018), sugiriendo que la TSP-1
puede ser un modulador importante para el mantenimiento de la espina bajo condiciones de
estrés como podria ser la SM.

En otros trabajos se ha encontrado que a mayor tamafio de la cabeza de la espina, mayor sera
la cantidad de vesiculas en las terminales presinapticas, el cual estard acompafiado de una
mayor densidad postsinaptica (PSD, por sus siglas en inglés) ( Berry y Nedivi, 2017) y
translocacion de receptores AMPA y NMDA, afectando procesos plésticos a largo plazo
(Noguchi et al., 2005), por ejemplo, se ha encontrado que la estimulacion tetanica en
neuronas piramidales de CA1 induce la expansion de la cabeza de la espina dendritica, con un
incremento de receptores NMDA y AMPA, asi como también un incremento en el ancho del
cuello y una disminucion en su longitud debido a la modulacion de los filamentos de actina,
por el contrario, cuando se impide la induccion de LTP no logra producir un alargamiento de
la espina dendritica a pesar de la estimulacion tetanica (Yamagata et al., 2009). En otros
estudios han demostrado que se puede generar la expansion de la espina dendritica en
ausencia de LTP, aunque esta expansion es inestable y colapsa al poco tiempo (Park et al.,
2006; Yang, Wang, Frerking y Zhou, 2008). En un estudio in vivo donde se di6 seguimiento
a espinas individuales durante varias semanas encontré gue espinas con cabezas mas chicas
tiende a ser mas endebles, mientras que espinas con cabezas mas grandes son funcionalmente
méas activas, pero con menos plasticidad y en algunas ocasiones permanecen
morfologicamente estables durante la vida adulta del animal (Grutzendler et al., 2002). Asi
mismo, el enzanchamiento de la cabeza inducida por LTP, va acompafiada de una
disminucién en el ancho del cuello, sugiriendo que probablemente compartan los mismos
mecanismos celulares para mantener el tamafio de la cabeza y la forma del cuello bajo esta
condicion experimental, este mismo patron se observo en las espinas de ratones expuestos a

la SM, lo que podria decir que las espinas que sobrevivieron podrian ser funcionales y por lo
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tanto, servir como un mecanismo de compenzacion ante la disminucién de la densiad de
espinas que se ha reportado en la SM (Sarmiere y Bamburg, 2002). Se ha encontrado que la
amplitud de los potenciales postsindpticos excitatorios de neuronas piramidales de la corteza
correlaciona inversamente con la longitud del cuello de la espina, es decir, a medida que el
cuello es més grande menor sera el grado de despolarizacion neuronal, por el contrario,
cuando se aplica un protocolo de plasticidad se genera un acortamiento del cuello de la espina
y un aumento de los potenciales evocados en las espinas (Araya, Vogels y Yuste, 2014).

Los cambios en la morfologia de la espina dendritica producidas por la SM podria alterar las
propiedades eléctricas de la espina, afectando la integridad de las entradas (inputs) eléctricos
en la dendrita y repercutiendo en la formacion, mantenimiento y estabilidad de los circuitos
neuronales (Radley et al., 2008; Kwon Sakamoto Peterka y Yuste, 2017; Simon et al., 2014;
Yuste, 2013), que son fundamentales para la generacion de diversos procesos cognoscitivos.
Algunos trabajos han encontrado en neuronas piramidales de la capa Ill del &rea 7a de
macacos rhesus viejos, cabezas de espinas dendriticas con mayor tamafio, especificamente en
espinas delgadas y de tipo hongo en comparacion con espinas de macacos jovenes, ademas
encontraron que estos cambios estan asociados con un mejor desempefio de la memoria de
trabajo (Motley, Grossman, Janssen, Baxter, Rapp, Dumitriu y Morrison, 2018). En un
estudio con cerebros humanos postmortem, encontraron que un mayor tamafio de la cabeza
de la espina dendritica podria disminuir el riesgo de desarrollar demencia (Boros, Greathouse,
Curtis, Birchall, Gearing y Herskowitz, 2017), sugiriendo que las alteraciones conductuales
producidas por la SM en etapa adulta podrian estar relacionadas a cambios en la cabeza y el
cuello de la espina dendritica.

Este trabajo permitio entender algunos mecanismos celulares implicados en las alteraciones
neuronales producidas por la SM. Se encontr6é por primera ocasion en ratones C57BL/6J que
la SM disminuye los niveles de TSP-1 en el hipocampo. Esto afecta la estructura fina de la
espina dendritica, probablemente porque afecta las vias de sefializacion involucradas en el
desarrollo, mantenimiento y dindmica de la espina dendritica, estudios futuros deberan de
realizarse para comprobar como la disminucién de TSP-1 afecta las vias de sefalizacion
asociadas a la polimerizacién de actina. Serd fundamental establecer si los cambios
observados en las espinas producidas por nuestro modelo de SM perduran hasta la edad
adulta. Asi mismo, se necesitara investigar si los cambios en los niveles de TSP-1 y en la
morfologia de las espinas dendriticas estan relacionadas con las alteracioneas conductuales y
cognoscitivas producidas por la SM. Los resultados encontrados en esta tesis reflejan el

esfuerzo por comenzar a sistematizar las alteraciones celulares, morfoldgicas, cognitivas y
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conductuales producidas por la SM y que podrian probablemente encontrarse en mayor o
menor grado en los cerebros de los infantes que sufrieron negligencia materna. Para ello sera
indispensable a largo plazo investigar si en los seres humanos se podrian extrapolar los

resultados obtenidos en esta tesis.

10. Conclusiones

e La SM produce una disminucidon de los niveles de TSP-1 en el hipocampo de raton

e La SM produce un incremento en el area de la cabeza de la espina dendritica, pero no
en el diametro de la cabeza.

e La SM incrementa la longitud del cuello de la espina dendritica y disminuye el ancho
del cuello de la espina.

e Los niveles de TSP-1 se relacionan con cambios en la morfologia de la espina
dendritica durante la SM.

e Los resultados en su conjunto sugieren que la SM produce cambios en los niveles de
TSP-1 que afecta la morfologia de la espina dendritica y abre la posibilidad de

estudiar el papel de la TSP-1 en condiciones de estrés
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