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Resumen

La D-serina es un coagonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), localizada en la corteza cerebral,
hipocampo y ganglios basales; regiones con actividad glutamatérgica asociada a procesos cognitivos y
emocionales. En el envejecimiento existe una disminucion en los niveles de D-serina en el cerebro y de la
actividad del receptor NMDA, gue se ha asociado con el deterioro en diversas funciones cognitivas y con
cambios en el estado de &nimo. Estos efectos en el envejecimiento podrian estar relacionados con cambios
en el comportamiento motivado, en el que las alteraciones en el estado de animo se manifiestan con una
menor voluntad de los individuos a involucrarse en tareas cognitivamente demandantes. En este trabajo,
evaluamos las conductas motivadas en ratas envejecidas suplementadas crénicamente con D-serina
utilizando herramientas de deep learning. Ademas, evaluamos cambios en la conectividad funcional
cerebral con estudios de resonancia magnética funcional. Nuestros resultados demuestran que los animales
envejecidos indicaron menores conductas similares a la ansiedad en un entorno novedoso y mas conductas
exploratorias. A nivel de redes funcionales, los animales envejecidos presentaron una disminucién en la
conectividad funcional entre regiones asociadas a conductas motivadas que forman parte de la red
mesolimbica de recompensas y mayor conectividad funcional entre regiones asociadas al procesamiento de
informacion emocional que forman parte de la red de control frontoparietal y la red de social de toma de
decisiones. Tras la suplementacion cronica de D-serina, observamos cambios conductuales en animales
jovenes y adultos, pero no en aquellos de mediana edad. A nivel de las redes funcionales, la D-serina
revierte los cambios que ocurren con la edad. Esta discrepancia entre los resultados conductuales y a nivel
de redes podria explicarse por la diferencia en los niveles de alerta entre un entorno novedoso y en un estado
de habituacion. En general, estos resultados sugieren un papel de la D-serina en la modulacién de conductas
motivadas y el estado de &nimo, y como el efecto de la suplementacion de D-serina es dependiente de la
edad, posiblemente por variaciones en los niveles iniciales de la D-serina en estas areas glutamatérgicas del

cerebro, que determinan su actividad.
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Abstract

D-serine it’s a coagonist of the N-methyl-D-aspartate receptor (NMDA), localized in the cerebral cortex,
hippocampus, and basal ganglia; regions with glutamatergic activity associated with cognitive and
emotional functions. With ageing, it occurs a reduction in D-serine levels and NMDA receptor activity,
that’s been associated with changes in cognition and mood. These changes might be related by means of
changes in motivated behavior in which individuals with altered mood are less willing to engage in
cognitive demanding tasks. In this work, we evaluated motivated behaviors on aged rats chronically
supplemented with D-serine using deep learning tools. We also evaluated changes in brain functional
connectivity using functional magnetic resonance imaging. Our results on aged rats suggest reduced anxiety
like behaviors in a novel environment and more explorative behaviors. At the level of brain functional
networks, aged animals presented reduced functional connectivity between regions included in the
mesolimbic reward network, associated with motivated behaviors; and also increased functional
connectivity between regions included in the frontoparietal control network and the social decision-making
network, associated with emotional information processing. After chronic D-serine supplementation, we
observed behavioral changes in young and adult animals, but not middle aged. The treatment also reversed
the effect of ageing in brain functional connectivity networks. The apparent discrepancy between behavioral
results and those of brain functional connectivity at different ages might be explained by differences in the
arousal state in a novel environment and in habituation. Overall, these results suggest a role for D-serine in
the modulation of motivated behaviors and mood, and also an aged dependent effect for the D-serine
supplementation, possibly by variations in basal D-serine levels in glutamatergic brains areas that determine

its activity.
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1. Introduccion

El envejecimiento es un proceso asociado con el avance de la edad con efecto en diferentes funciones. De
los sistemas mas afectados se encuentra el sistema nervioso central, con alteraciones tanto anatdmicas como
funcionales (Cole et al., 2019). Estas alteraciones se han asociado a cambios en la sefializacion
glutamatérgica mediada por el receptor NMDA (Kumar, 2015; Magnusson et al., 2010). Este receptor esta
involucrado en diferentes tipos de plasticidad sindptica como es potenciacion de larga duracion (LTP) y
depresion de larga duracion (LTD), ademas de regular la actividad neuronal tanto excitatoria como
inhibitoria, modulando la actividad a nivel de redes neuronales (Hansen et al., 2021). Para que ocurra la
apertura del receptor, se requiere la despolarizacién previa de la membrana para remover el bloqueo por
iones Mg*?, en coincidencia con la unién de glutamato. De manera particular, también es necesaria la unién
del coagonista D-serina, un aminoacido presente en el sistema nervioso central de mamiferos sintetizado a
partir de la L-serina por la enzima serina racemasa (J.P. Mothet et al., 2000; Wolosker et al., 1999). Los
niveles de D-serina en el cerebro cambian a lo largo de la vida. En el periodo postnatal, elevaciones de los
niveles de D-serina tienen un papel en procesos de desarrollo cerebral, mientras que en el envejecimiento
los niveles de D-serina disminuyen, lo cual estd acompafiado por una disminucién en la actividad de los

receptores NMDA.

Se ha probado el uso de D-serina para revertir cambios cognitivos en el envejecimiento (J. P. Mothet et al.,
2006). En nuestro grupo hemos probado como la suplementacion con D-serina en animales envejecidos
mejora la flexibilidad cognitiva al aumentar la reserva, con correlatos a nivel de redes funcionales cerebrales
(Nava-Goémez et al., 2022); V. Ademas, hemos encontrado que los animales envejecidos tratados con D-
serina son mas activos en la rueda de actividad locomotora (resultados no publicados). Ante esto, nos
preguntamos si podia existir un mecanismo subyacente que explicara estos efectos cognitivos y motores.

Planteamos que esto seria posible debido a cambios en la conducta motivada, que permitiera reclutar



mayores recursos cerebrales e involucrarse en tareas demandantes, con posibles efectos en el valor
recompensante de los estimulos. Para probar esta hipétesis, evaluamos animales a diferentes edades tratados
con D-serina en una bateria de pruebas de comportamientos espontaneos, disefiada para para evaluar
aspectos de alerta, exploracion y conducta social. También evaluamos cambios en la conectividad funcional
cerebral utilizando Imagen por Resonancia Magnética funcional (fMRI) entre regiones involucradas con
aspectos de control, recompensa y toma de decisiones. Esta evidencia puede favorecer la propuesta del uso
de la D-serina como suplemento para prevenir y/o revertir los cambios cognitivos y del comportamiento

gue ocurren en el envejecimiento, que lleve a mejorar la calidad de vida de las personas mayores.

2. Antecedentes

2.1 El envejecimiento

2.1.1 Panorama general

El envejecimiento es a menudo definido como un proceso biolégico normal asociado al avance de la edad,
caracterizado por la acumulacién gradual de cambios deletéreos acompafiados de una progresiva pérdida
de funcién y mayor riesgo de enfermedad y muerte (Harman, 2006). Sin embargo, no todos los seres
humanos experimentan el envejecimiento de la misma manera. Existe una gran variabilidad en el tiempo
de aparicién de sus manifestaciones externas, asi como de las enfermedades asociadas y la expectativa de
vida (Cole et al., 2019). También existen diferencias en la magnitud y tiempo de aparicion del deterioro
entre las funciones afectadas, en las que algunas incluso mejoran con la edad (Maldonado et al., 2020;
Salthouse, 2019; Verissimo et al., 2022). Por lo tanto, el envejecimiento es en realidad un proceso complejo,
y entender mejor sus particularidades puede ser valioso para garantizar un envejecimiento saludable. Un
concepto propuesto para entender estas particularidades es el de las trayectorias del envejecimiento (Fig.

1), que plantea que existen diferentes formas en los que las personas presentaran deterioro con el



envejecimiento y en qué momento o si llegaran a presentar sintomas de enfermedad, determinado por
factores genéticos o ambientales y no solo por la edad cronolégica. Por ejemplo, una persona puede tener
un factor genético o ambiental que lo predisponga a una mayor tasa de envejecimiento a lo largo de la vida
(linea azul). Alternativamente, alguien puede experimentar una lesion traumatica o infeccion en la adultez
(flecha negra), que resulte en que siga una trayectoria de envejecimiento acelerada (linea morada), o con

un cambio sUbito, pero estable (linea amarilla).
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Figura 1. Representacion de trayectorias de envejecimiento cerebral. A mayor edad cronolégica, los individuos
tienen mayor riesgo de deterioro cognitivo y enfermedades cerebrales, hasta eventualmente alcanzar un umbral donde
aparecen sintomas negativos. Linea azul, trayectoria por factor de predisposicion genética o ambiental; flecha negra,
evento traumatico; linea amarilla, trayectoria con cambio subito; linea morada, trayectoria acelerada. (Adaptado de
Cole et al., 2019).



Existe una tendencia a nivel mundial hacia un aumento en la proporcion de adultos mayores en la poblacion.
Segun el Gltimo reporte de las Organizacién de las Naciones Unidas (ONU, 2022), el porcentaje de personas
mayores de 65 afios pasara del 10% en 2022 al 16% en 2050. Este incremento se debe en parte a un aumento
en la esperanza de vida, asi como a una disminucion en las tasas de fertilidad, y que afecta en mayor medida
a paises desarrollados. Estos cambios demogréaficos representaran un reto para las naciones que tendran que

asegurar la seguridad y salud social de una poblacién cada vez mas envejecida.

México presenta un panorama similar, en el que se estima que la poblacién mayor de 65 afios pasara del
8% en 2022 al 19% en 2050. Esto es relevante cuando se considera que, segun el Gltimo censo de poblacién
y vivienda, el 20% de las personas adultas mayores no estan afiliadas a una institucion de servicios de salud
(Instituto Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI], 2020). Asi, para asegurar el bienestar en el
envejecimiento y evitar la saturacion de los sistemas de salud publica, sera importante invertir a futuro en
el desarrollo cientifico y tecnolégico que permita esclarecer los mecanismos asociados al envejecimiento y
encontrar tratamientos eficaces para retrasar, prevenir o revertir el deterioro asociado al envejecimiento y

sus manifestaciones clinicas.

2.1.2 Deterioro cognitivo asociado al envejecimiento

Entre las alteraciones que tienen un mayor impacto en la calidad de vida de los individuos mayores se
encuentra el deterioro cognitivo relacionado al envejecimiento, en particular el de aquellas funciones que
afectan su sentido de control e independencia (Toh et al., 2020). El envejecimiento esta relacionado con un
mayor riesgo de enfermedades neurodegenerativas como la demencia y de esta cerca del 50% deriva en el
Alzheimer. El problema es relevante debido a que los individuos que no estén diagnosticados en tiempo
con estos padecimientos pueden presentar afectaciones en sus funciones cognitivas relacionadas al

envejecimiento, por lo que es importante distinguir entre el deterioro cognitivo en el envejecimiento normal



del asociado a un proceso patolégico (Deary et al., 2009; Harada et al., 2013). Entre las funciones afectadas
por el envejecimiento se encuentran las llamadas habilidades mentales fluidas, que son aquellas
involucradas con la resolucion de problemas, el procesamiento de informacion y en la manipulacién del
entorno, debido a que son importantes para la realizacion de actividades cotidianas para llevar una vida
plena. Estas incluyen aspectos de memoria, funciones ejecutivas, velocidad de procesamiento y
razonamiento. Por otro lado, las habilidades mentales cristalizadas se refieren a aquellas habilidades y
conocimientos que son sobreaprendidos y familiares, que son adquiridos a través de la experiencia y la
practica en el transcurso de la vida, como es el conocimiento general y el vocabulario, habilidades que

mejoran con la edad (Deary et al., 2009; Harada et al., 2013; Salthouse, 2010, 2019).

2.1.3 Alteraciones del estado de animo y motivacion en el envejecimiento

También asociados al envejecimiento hay cambios afectivos y emocionales, como son una disminucién del
bienestar, del estado de animo y de la motivacion (Ferrari et al., 2013; Lampe et al., 2001; Lukaschek et al.,
2017; Steptoe et al., 2015). Existen diferentes teorias de la motivacion a lo largo de la vida que sirven para
entender estos cambios que ocurren en el envejecimiento (Swirsky & Spaniol, 2019). En general, estas teorias
postulan que la disminucion de recursos disponibles en el envejecimiento lleva a cambios en las prioridades
motivacionales, influenciando la participacion en tareas y procesamiento de informacion. Por su parte, el
coste de esfuerzo se refiere a la evaluacién del gasto potencial de recursos asociados a realizar una accion,
como pueden ser energia 'y tiempo, asi como a la capacidad de ejercer autocontrol para realizar dicha accion

(Croxson et al., 2009; Kurzban, 2016).

Con el envejecimiento, las personas mayores reportan menores niveles de experiencias emocionales
negativas conservando sus niveles de experiencias positivas (Carstensen et al., 2011). Esto se ha relacionado

con cambios en la atencién y memoria para favorecer estimulos con contenido positivo (Mather &



Carstensen, 2005). Las personas mayores son capaces de discriminar el valor recompensante entre
diferentes estimulos, y muestran mayor preferencia por estimulos de “alto valor” sobre estimulos de “bajo
valor” (Mather & Carstensen, 2005; Spaniol et al., 2014). Se ha propuesto que este efecto de positividad
podria reflejar cambios en las prioridades motivacionales de los individuos, favoreciendo seguir metas que
los lleven a mantener su regulacion emocional sobre aquellas que podrian representar oportunidades de
crecimiento y desarrollo. También se ha planteado que la expectativa de tiempo de vida restante es el
principal predictor de este cambio en las prioridades motivaciones, incluso por encima de la edad
cronoldgica (Carstensen et al., 1999). Mas aun, se ha mostrado que estas percepciones pueden ser
maleables. Al imponer restricciones temporales, se pueden cambiar las prioridades motivacionales de
individuos jovenes y viejos. Asi, una expectativa de tiempo de vida restante limitada lleva a priorizar
objetivos en el corto plazo y una regulacién emocional positiva, mientras que una expectativa de tiempo de
vida restante mas abierta puede favorecer el seguir objetivos a largo plazo que lleven al desarrollo personal,

los cuales usualmente implican invertir recursos adicionales y conllevan realizar algun tipo de esfuerzo.

En el ambito social, se ha encontrado que con la edad disminuye el nimero de interacciones sociales. Esta
disminucién va acompafiada de una mayor selectividad en el nimero de relaciones que los individuos
mantienen con la edad, favoreciendo relaciones emocionalmente cercanas y significativas (Carstensen,
1992; Lang & Carstensen, 1994). Esto es consistente con la idea que la limitacion de recursos en el
envejecimiento favorece el desarrollar relaciones ya existentes para optimizar la satisfaccion personal. Sin
embargo, hay evidencias que sugieren el mantener encuentros con amigos que no son considerados cercanos
por lo que esté asociado con un mejor estado de animo, al mantener una red social mas amplia en realidad
puede mejorar el bienestar en el envejecimiento (Ng et al., 2021). Por otro lado, algunos resultados sugieren
que las personan mayores son mas empaticas y prosociales (Sze et al., 2012). Sin embargo, esto puede
estar condicionado por el costo de esfuerzo asociado a la interaccion. Cuando el costo de esfuerzo esta

ajustado a las capacidades del individuo, las personas mayores son méas prosociales y menos egocéntricas,



estando dispuestas a realizar el mismo esfuerzo para obtener una recompensa para Si mismos que para
alguien mas (Lockwood et al., 2021), pero en condiciones similares de alto esfuerzo las personan mayores

son menos prosociales que las personas jovenes (Byrne et al., 2022).

Asociado al envejecimiento hay una disminucion en la actividad fisica, tanto en el tiempo dedicado a
actividad fisica como la intensidad de esta (Chodzko-Zajko et al., 2009). Se han encontrado diversos
predictores de un bajo nivel de actividad fisica en el envejecimiento, que incluyen factores como un pobre
estado de salud, baja motivacién, poca disponibilidad de espacios, y tener una actitud negativa sobre el
envejecimiento (Rai et al., 2020). Aunqgue se ha propuesto una vision de coste de esfuerzo en la realizacion
de actividad fisica (Cheval & Boisgontier, 2021), esta no ha sido evaluada en el envejecimiento. Sin
embargo, los resultados previos son consistentes con esta visioén y con las teorias de la motivacion a lo largo
de la vida, en la que las limitaciones fisicas y estructurales representan mayores costes para realizar

actividad fisica, disminuyendo la motivacion para mantenerse activo.

Finalmente, hay evidencias que sugieren que en el envejecimiento disminuye el nimero de actividades
cognitivamente demandantes que realizan los adultos mayores en su vida cotidiana (Hertzog et al., 2008).
Esta disminucion se ha correlacionado con mayores costes de esfuerzo cognitivo en el envejecimiento
(Aschenbrenner et al., 2023; Crawford et al., 2023; Hess & Ennis, 2012). Asi, mayores costes de esfuerzo
cognitivo en el envejecimiento condicionan la participacién de los adultos mayores en actividades
cognitivamente demandantes. También se ha encontrado que mantener la participacion en este tipo de
actividades puede ayudar a preservar las funciones cognitivas en el envejecimiento (Hultsch et al., 1999) lo
gue puede dar lugar a un ciclo autosustentable en el que mantenerse activo cognitivamente mejora las

funciones cognitivas y facilita el seguir manteniéndose activo.



Factores que pueden influenciar el impacto del coste de esfuerzo para involucrarse en tareas demandantes
fisicas o cognitivas son la disponibilidad de recursos y la motivacion intrinseca. La importancia de los
recursos disponibles se ve reflejado en el trabajo de Queen y Hess (2018), en el que los adultos mayores
con mejores recursos fisicos y cognitivos estan intrinsecamente motivados para involucrarse en tareas en
comparacion con adultos mayores con recursos reducidos. En otro estudio, Hess y colaboradores (2018),
encontraron que la motivacion intrinseca puede contrarrestar el costo del esfuerzo asociado a involucrarse
en tareas demandantes. Asi, se utilizo la presion sistolica como medida del nivel del esfuerzo, y estimé la
motivacion intrinseca a través de una autoevaluacion de los sujetos. Las personas mayores que reportaron
mayor motivacién intrinseca se desempefiaron mejor en una tarea cognitiva, aun en condiciones de alto

esfuerzo.

Los factores que pueden influenciar la motivacion intrinseca en personas mayores difieren de las personas
jévenes. El sentido de responsabilidad juega un papel importante para las personas mayores, al aumentar el
sentido de relevancia y proveer satisfaccion por el cumplimiento de tareas. Las personas mayores son mas
susceptibles a involucrarse en una tarea y realizar esfuerzo en condiciones de alto sentido de
responsabilidad, efecto ausente en personas jovenes (Hess et al., 2009). Otro factor importante es la
percepcion subjetiva de las habilidades propias y una actitud positiva del envejecimiento. Se ha reportado
gue las personas mayores con mejores actitudes sobre el envejecimiento tienen mejor salud y mayor
esperanza de vida. Este efecto esta parcialmente mediado por el nivel de actividad fisica y de participacion
en actividades placenteras que mantienen las personas mayores (Beyer et al., 2015; Breda & Watts, 2017,
Hicks & Siedlecki, 2017; Sarkisian et al., 2005). Esto es consistente con lo encontrado por Hess y
colaboradores (2018), donde reportaron que una actitud positiva sobre el envejecimiento puede aumentar
la motivacion intrinseca, disminuyendo asi el coste de esfuerzo para involucrarse en tareas demandantes.
Este efecto podria explicarse también si las personas que reportan mejores actitudes sobre el envejecimiento

simplemente tienen mejor salud o mayor preservacion de sus capacidades fisicas y cognitivas. Sin embargo,



existe evidencia de que una mayor motivacion puede permitir superar mayores costes de esfuerzo,
independientemente de los recursos disponibles (Hess et al., 2018). Incluso se han planteado estrategias de
intervencioén orientadas a influir sobre estas percepciones subjetivas. En el caso de West y colaboradores
(2008), encuentran que este tipo de intervenciones son efectivas para mejorar la memoria en adultos
mayores. Asi, tener una actitud positiva sobre el envejecimiento y un juicio favorable sobre las habilidades
propias, aumenta la motivacion de las personas mayores para mantenerse activos, y este mayor nivel de

actividad favorece el mantenerse saludable y evitar el deterioro de diversas funciones en el envejecimiento.

Estos cambios son relevantes ya que mantener emociones positivas en el envejecimiento se ha asociado con
mejores capacidades funcionales y de mayor esperanza de vida (Brummett et al., 2011; Carstensen et al.,
2011). Por su parte, mantenerse activo social y fisicamente son determinantes de un envejecimiento
saludable (Eckstrom et al., 2020; McKee & Schiiz, 2015). Mantenerse activo cognitivamente ayuda a
preservar las funciones cognitivas, que a su vez ayudan a mantener un sentido de control que influye en su
bienestar (Toh et al., 2020). Estos diferentes factores podrian estar interrelacionados. Las personan que se
mantienen activas fisica y socialmente también preservan mejor sus funciones cognitivas. Se han propuesto
diferentes mecanismos para esta relacion entre los que incluye relaciones indirectas como comorbilidad,
cambios en la condicién cardiovascular que mejora la oxigenacién del cerebro propiciados por una mejor
condicion fisica. Sin embargo, esto también podria ser indicador de mecanismos neuronales compartidos
entre procesos cognitivos, afectivos y motivacionales. Por lo que influir en estos mecanismos subyacentes
podria tener efectos ampliamente distribuidos. Asi mismo, estudiar los cambios de estos mecanismos en el

envejecimiento podria ayudar a entender la funcionalidad de estos sistemas.

Bajo esta perspectiva, estrategias para mejorar la calidad de vida de en el envejecimiento pueden ir dirigidas

a conservar o aumentar los recursos disponibles en el envejecimiento, como son las funciones cognitivas,



capacidades motoras y estado de salud en general, reduciendo asi el costo de esfuerzo asociado a actividades
cotidianas. Aunque también podria ser efectivo el mejorar el estado de animo y motivacion en el
envejecimiento, que permita alocar mas recursos y superar los mayores costes de esfuerzo. Ambas
estrategias facilitarian en adultos mayores el involucrarse en actividades cognitivamente demandantes que
les permitan superar retos en su vida cotidiana, realizar actividad fisica y permanecer socialmente activos,

permitiendo asi una vida mas plena y enriquecedora.

Para entender los cambios tanto en las capacidades fisicas y cognitivas como de la motivacion intrinseca
de los individuos es necesario conocer los cambios estructurales y funcionales que ocurren en el
envejecimiento en diferentes sistemas. En este trabajo, nos enfocamos en los cambios que ocurren en el

sistema nervioso central (SNC).

2.1.4 Cambios anatomicos y funcionales en el sistema nervioso central en el
envejecimiento

En el envejecimiento existen alteraciones como la disminucion del tamafio de la sustancia gris,
especialmente en la corteza prefrontal (Harada et al., 2013). Esta disminucion puede ser causada por la
pérdida de neuronas, aunque también puede explicarse por el tamafio y nimero de conexiones entre ellas.
Las neuronas sufren alteraciones asociadas al envejecimiento que incluyen una disminucién en la
complejidad de la arborizacién dendritica, menor longitud y menor nimero de dendritas (Dickstein et al.,
2007). En paralelo, existe una disminucion en el volumen de la sustancia blanca, que es incluso ain mayor
que en la sustancia gris (Salat et al., 1999). Esta disminucion esta asociada a una pérdida de mielina axonal

relacionada con la edad (Fjell & Walhovd, 2010).
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La disminucion en la sustancia blanca podria generar deficiencias en la comunicacion entre estructuras
cerebrales, alterando la funcionalidad. En este contexto, Rogaslki y colaboradores (2012), describen una
disminucién en la sustancia blanca parahipocampal, lo que lleva a una menor comunicacién entre las
estructuras del hipocampo, que podria explicar el déficit de memoria asociado a la edad. De igual manera,
O’Sullivan y colaboradores (2001), encontraron una disminucion en la sustancia blanca prefrontal
relacionada con el envejecimiento, que se asocia con la pérdida de funciones ejecutivas. Finalmente,
Madden y colaboradores (2008), encontraron que la pérdida de integridad de la porcidn central del cuerpo

calloso esté involucrada en el deterioro cognitivo relacionado a la edad.

Ademas de los cambios estructurales se han reportado alteraciones relacionadas con la comunicacién
neuronal, siendo particularmente importante en el envejecimiento el funcionamiento de los receptores

NMDA que podrian estar asociados a las alteraciones cognitivas.

2.2 Receptor NMDA, D-serina y plasticidad

2.2.1 Fisiologia del receptor NMDA

Los receptores N-metil-D-Aspartato (NMDAR), son un tipo de receptor ionotropico de glutamato cuya
actividad se ha relacionado con procesos de neurodesarrollo, plasticidad sinaptica y excitotoxicidad
(Hansen et al., 2021). Estructuralmente, los NMDAR son hetero-tetrameros que forman un canal i6nico
permeable a cationes (Fig. 2). Existen tres familias de subunidades del receptor NMDA: GLUN1, GLUN2
y GLUNS3. Adicionalmente, la familia GIuN2 incluye cuatro posibles subunidades (GLUN2A-D) y la
familia Glun3 incluye dos (GLUNS3A-B). Los receptores NMDA estan formados por dos subunidades
GIuN1, y una combinacidn de dos de las subunidades GLUN2 y GLUNS. La subunidad GluN1 contiene el

sitio de union al coagonista, mientras las subunidades GIuN2 unen al agonista Glutamato. De manera
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sobresaliente, existen receptores NMDA formados por subunidades GluN1/3 que no se unen al glutamato,

y que pueden ser activados con solo la glicina (o D-Serina).

Las subunidades de NMDAR comparten una estructura comun. En el extremo extracelular, se encuentra un
dominio N-terminal (NTD), que regula el ensamble y trafico del receptor; y un dominio de unioén al agonista
(ABD), que también tiene sitios de interaccidn para antagonistas competitivos y reguladores alostéricos. El
dominio transmembrana (TMD), esta formado por 3 hélices (M1, M3 y M4) y un bucle (M2), que forman
el poro del canal y determinan su selectividad. Finalmente, el Dominio Carboxilo Terminal (CTD), se
encuentra en el extremo intracelular y es importante para la integracion de diferentes cascadas de

sefializacion y es susceptible a modificaciones postraduccionales.

De manera particular, la activacion de los NMDAR requiere de la union de un coagonista (D-serina o
glicina) en su sitio especifico, y de la unién del agonista principal. Ademas, en voltajes cercanos al potencial
de membrana en reposo, los NMDAR presentan un blogueo extracelular por iones Mg?* que es dependiente
de voltaje y se remueve durante un proceso de despolarizacion. Este mecanismo les permite actuar como
un detector de coincidencia, en donde se requiere la despolarizacién de membrana de manera simultanea a
la activacion del receptor para que el canal se abra. La apertura del canal produce un aumento en los niveles
de Ca*? intracelular, lo que desencadena mecanismos de sefializacion intracelular, que pueden terminar en

procesos de neurodesarrollo y plasticidad neuronal, pero también se ha relacionado con excitotoxicidad.

Los NMDAR son funcionalmente diversos con una amplia distribucién en el SNC, con variaciones
regionales y temporales en la composicion de sus subunidades, lo que le confiere diferentes propiedades

biofisicas y farmacoldgicas. Esta diversidad también afecta los mecanismos de regulacidn alostérica de los
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receptores, lo que ultimamente ha Ilamado la atencién, ya que la desregulacion de los NMDAR se ha

asociado a diferentes condiciones patoldgicas y al deterioro asociado al envejecimiento.

GluN1 ' GIuN2
]
Na+
NTD
= (\-
o - . sitio de poliamina
L "
ABD sitio D-serina/glicina » Sitio de bloqueo B sitio de glutamato
de Mg2* extracelular
TMD
intracelular
CTD

Figura 2. Representacion esquematica de la organizacién modular del receptor NMDA. El segmento extracelular
incluye el dominio N-terminal (NTD) y el dominio de unidn al agonista (ABD), donde la D-serina o glicina se unen a
la subunidad GIuN1 y Glutamato a la subunidad GIuN2. EI ABD también contiene sitios reguladores redox y
poliamina. El canal iénico esta localizado en el dominio transmembrana (TMD) que contiene el sitio para bloqueo por
magnesio (Mg*?) mientras que el dominio C-terminal (CTD) se encuentra en el segmento intracelular. Adaptado de
Billard (2018).

Durante el desarrollo temprano en el cerebro se expresa de manera predominante la subunidad GIUN2B.
Esta alcanza sus niveles mas altos en la primera semana de edad postnatal, luego, disminuye y queda
restringida a regiones frontales. Por su parte, la subunidad GIUN2A inicia su expresion poco después del
nacimiento y aumenta de manera progresiva conforme se alcanza la madurez hasta estar ampliamente

distribuida en el cerebro (Monyer et al., 1994). Por lo tanto, se ha propuesto que existe un cambio

13



programado en la predominancia de GIUN2B por GIUN2A que es importante para mediar los cambios

funcionales y de plasticidad determinantes en esta etapa del desarrollo (Liu et al., 2004).

También se han descrito diferentes papeles de la sefializacion de NMDAR en procesos de plasticidad
sinaptica e incluso de muerte neuronal. La diferente composicion y localizacion espacial de los receptores
puede producir diferentes propiedades de las corrientes de catidnicas, que desencadena diferentes vias de
sefializacion celular. Por ejemplo, los receptores sinapticos aumentan la activacion de la proteina de unién
a CREB, que aumenta la expresion del Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (BDNF, por sus siglas en

ingles); mientras que los receptores extrasinapticos disminuyen la activacion de CREB (Hardingham et al.,

2002; Vanhoutte & Bading, 2003).

Otro factor que podria influenciar la actividad diferencial de receptores sinapticos y extra sinapticos es una
afinidad diferencial por sus agonistas. La glicina es el coagonista preferencial de los receptores NMDA
extrasinapticos, mientras que la D-serina lo es en los receptores sinapticos (Papouin et al., 2012). En
concordancia, se ha encontrado que los receptores GIUN2A tienen mayor afinidad por el coagonista D-
serina, mientras que los receptores formados por la subunidad GIuN2B la tienen por la glicina (Matsui et
al., 1995). Adicionalmente, se ha encontrado que durante el desarrollo ocurre un cambio en la identidad del
coagonista, de glicina a D-serina, que coincide con el cambio en expresion de la subunidad GIuUN2B a

GIuN2A (Le Bail et al., 2015).

Los NMDAR también pueden cumplir diferentes papeles segun el tipo celular que los exprese. Aunque son
bien conocidos por su actividad excitatoria, se encuentran NMDAR en interneuronas inhibitorias
GABAérgicas, en donde modulan la actividad a nivel de circuitos regulando el tono inhibitorio (Booker &

Wyllie, 2021). Ademas, la transmision glutamatérgica mediada por NMDAR presenta interacciones con
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otros sistemas de neurotransmision. De particular intereses es la interaccion Dopamina-Glutamato-GABA
gue existe entre regiones como la corteza prefrontal (PFC), el hipocampo y los ganglios basales que se ha
propuesto como un sustrato para funciones como la actividad locomotora, el estado de animo y la cognicidn.
La actividad de los diferentes sistemas de neurotransmisores glutamato, dopamina, GABA y acetilcolina se
modula de manera reciproca. Por ejemplo, la administracion local de agonistas de NMDAR aumentan las
concentraciones locales de dopamina, GABA y acetilcolina en los ganglios basales y en la corteza prefrontal
(Del Arco & Mora, 2008; Hernandez et al., 2003; Segovia & Mora, 2001, 2005). De igual forma, la dopamina
en el estriado y en el nucleo accumbens regula la actividad glutamatérgica y GABAérgica (Kalivas & Duffy,
1997). Ademas, en el estriado, se encontrd que con el uso de agonistas a receptores de dopamina aumenta
la concentracion de Glutamato (Exposito et al., 1994). De manera particular, la dopamina tiene efectos
duales sobre la plasticidad sinaptica mediada por receptores NMDA, en donde éste involucra tanto la
potenciacion como la depresion de larga duracion (Gurden et al., 2000; Huang et al., 2004; Kotecha et al.,
2002; Otani et al., 1998). Todo esto es evidencia de una actividad interrelacionada y modulada
reciprocamente. Como podemos ver el receptor NMDA es altamente plastico y esta involucrado en
diferentes funciones cerebrales. Esta descripcion general de su funcién nos sirve para entender sus cambios

con el envejecimiento.

2.2.3 Receptor NMDA en el envejecimiento

En el envejecimiento existe una disminucion en la afinidad del NMDAR por el glutamato, que es
significativa en comparacion con otros receptores a glutamato, como lo son los receptores del acido o-
amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA) y kainato (Magnusson et al., 2010). Sin embargo,
estos cambios no son uniformes en el cerebro. El sitio de unién de glicina parece ser més afectado que el
sitio de union a glutamato, aunque estos cambios son muy variables (Magnusson et al., 2010). La

disminucién en la afinidad del receptor por glutamato y glicina es mayor en la corteza cerebral que en
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hipocampo, y los cambios en la composicién de receptores también son mas pronunciados, por lo que la
corteza cerebral es mas vulnerable a cambios asociados al envejecimiento que el hipocampo (Magnusson

et al., 2010).

Existen también diferencias en la region en la expresion del receptor y las subunidades que lo conforman.
Asi, no parece haber cambios importantes en la subunidad GIUN2A, mientras que existe una disminucion
en los niveles de MRNA y de proteina tanto de las subunidades GIuN1 y GIuN2B (siendo esta ultima la
mas afectada) del NMDAR, que son predominantes en la corteza frontal e hipocampo (Magnusson et al.,
2010). Los cambios en la afinidad del NMDAR en su sitio de unién a glicina puede deberse a los cambios
de la subunidad GIuN1. Por otro lado, la disminucion de la subunidad GIUN2B provoca receptores con

menor afinidad a su agonista y una disminucion en la capacidad de inducir LTP (Monyer et al., 1992).

La disminucion en la subunidad GIuN2B con la edad han llevado a proponer que tratamientos dirigidos a
esta subunidad podrian ser mas efectivos en tratar el deterioro asociado al envejecimiento. Sin embargo, la
ausencia de cambios en la composicion de subunidades GIuN1, y el que sea una subunidad obligada en la
mayoria de los receptores NMDA candnicos, ha llevado a pensar que podria ser mas sencillo modular la
actividad de los receptores NMDA en el envejecimiento desarrollando tratamientos que dirigidos a ésta.
Ademas de ser esta una subunidad con diversos sitios de regulacion alostérica y contener el sitio de unién
al coagonista. Particularmente, en los Gltimos afios ha cobrado relevancia el uso de la D-serina como

potenciador cognitivo en el envejecimiento.
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2.2.4 Fisiologia de la D-serina

La D-serina es un D-aminoé&cido presente en el cerebro y sintetizada por la racemizacion de la L-serina por
accion de la enzima Serina Racemasa (SR) (Hashimoto, Nishikawa, Oka, et al., 1993). Su degradacién
puede ocurrir por esta misma enzima, al catalizar la a,b eliminacion de agua para convertirla en piruvato y
amoniaco (De Miranda et al., 2002; Foltyn et al., 2005), o preferentemente por accion de la enzima Oxidasa
de D-Aminoécidos (DAO), obteniendo hidroxipiruvato, peroxido de hidrogeno y amoniaco (Sacchi, 2013)

(Fig.3-A).

Se han reportado niveles importantes de D-serina en las regiones cerebrales con son la neocorteza, cuerpo
estriado, amigdala e hipocampo; tanto en roedores (Nishikawa, 2011) como en humanos (Suzuki et al.,
2017). La distribucion en la expresion de D-serina, el NMDAR y las enzimas SR y DAP sugiere un arreglo
para mantener niveles 6ptimos de D-serina en el cerebro (Fig. 3-B). Es asi como, la localizacion de la D-
serina en el cerebro tiene una distribucion anterior, que coincide con la expresion del NMDAR (Hashimoto,
Nishikawa, Oka, et al., 1993; Schell et al., 1997) y de la enzima SR (Wolosker et al., 1999); y que es opuesta
a la distribucion mas posterior de la enzima DAO (Schell, 2004). Cambios en la expresion de DAO se
asocian con niveles mas altos de D-serina en el cerebro posterior (Hashimoto, Nishikawa, Konno, et al.,
1993; Nagata, 1992), mientras que la eliminacion de la SR provoca una disminucion significativa en los
niveles frontales de D-serina (Horio et al., 2011). Por otra parte, al reducir experimentalmente los niveles
de D-serina se provocan alteraciones en diferentes funciones asociadas con la actividad del receptor

NMDA, como son la induccion de LTP y LTD, excitotoxicidad, y diferentes tipos de memoria.
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Figura 3. Metabolismo y localizacion espacial de la D-serina. A) La D-serina es sintetizada a partir de la L-serina
por la enzima serina racemasa (SR) y degradada por la enzima D-aminoacido oxidasa (DAO) (adaptado de Beltran-
Castillo et al., 2018). B) LA D-serina se localiza en regiones de la corteza frontal (arriba-izquierda) e hipocampo (no
mostrado), distribucién que coincide cercanamente con la del receptor NMDA (arriba-derecha) y la enzima SR (abajo-
izquierda); y contrasta con la localizacion de la enzima DAO en el cerebelo y tallo cerebral (abajo-derecha) (tomado

de Schell, 2004; Schell et al., 1997; Wolosker et al., 1999).

La D-serina también podria tener un papel en la interaccién del glutamato y sus diferentes receptores con
otros sistemas de neurotransmision. Recientemente se demostré que la D-serina es necesaria para las
respuestas moduladoras, tanto facilitadoras como inhibitorias, de la dopamina sobre la corteza prefrontal

(Dallérac et al., 2021). Ademas, la D-serina regula la actividad de interneuronas inhibitorias GABAérgicas
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que expresan receptores NMDA (Lecouflet et al., 2022). Asi, la eliminacion de la expresion de D-serina
altera el balance excitatorio/inhibitorio (E/I), aumentando la excitabilidad sinaptica y provoca pérdida de
interneuronas GABAGérgicas (Jami et al., 2021; Ploux et al., 2020). Las alteraciones del balance E/I estan
involucradas en diferentes desordenes psiquiatricos como esquizofrenia y autismo. En conjunto, estas
evidencias apoyan el papel de la D-serina en una amplia variedad de funciones frontales, cognitivas, de

estado de &nimo y motivacion.

2.2.5 D-serina en el envejecimiento

Las alteraciones en el envejecimiento que involucran a la funcion del receptor NMDA llevaron a plantear
un posible papel de la D-serina en la hipofuncién de este receptor. En este contexto, la suplementacién de
D-serina es capaz de revertir el deterioro en la plasticidad sinptica en el hipocampo de ratas envejecidas
(J. P. Mothet et al., 2006; Paotier et al., 2010) (Fig. 4-A). Un efecto similar se ha encontrado en un modelo
transgénico de senescencia acelerada en ratones SAMP8 (Yang et al., 2005). Estos resultados sugieren que
la D-serina podria desempefiar un papel importante en los mecanismos subyacentes al deterioro de las

funciones asociadas a la sefializacion del receptor NMDA en el envejecimiento.

Estos efectos beneficiosos podrian explicarse por una disminucion en los niveles de D-serina en el
envejecimiento, efecto que se ha reportado en el hipocampo de ratas (J. P. Mothet et al., 2006; Potier et al.,
2010; Turpin et al., 2011) (Fig. 4-B). Estos resultados difieren de trabajos previos en los que no se
encuentran diferencias cuando se analizan cerebros completos por lo que la disminucion en los niveles de
D-serina puede ser regional. Otra posible explicacion podria ser que ocurran cambios en la saturacion del
receptor por disminucion en la afinidad de este por la D-serina. Sin embargo, estudios radiogréficos no
encuentran diferencias en la afinidad del sitio de unién (J. P. Mothet et al., 2006; Potier et al., 2010). Por

otra parte, los niveles del enantidmero L-serina aumentan durante el mismo tiempo, lo que puede ser
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indicador de que la disminucion en los niveles de D-serina se deba a cambios en su biosintesis. En efecto,
se ha reportado una disminucidén en la expresién de la enzima SR en el hipocampo asociados al
envejecimiento (Turpin et al., 2011) (Fig. 4-C). Otra explicacion para este efecto podrian ser los cambios
en la degradacién de la D-serina, sin embargo, no se encontraron cambios en la expresion de la enzima
DAO en el envejecimiento. Por otro lado, la disponibilidad sindptica de la D-serina depende de la actividad
del transportador asc-1, y también se demostrd que la actividad de este transportador esta preservada en el
envejecimiento (Billard & Freret, 2018). Esto sugiere que la disminucion en los niveles de D-serina se debe

a una disminucidn en su sintesis, mas que a un aumento en sus mecanismos de degradacion o liberacion.
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Figura 4. La D-serina esta involucrada en el deterioro en la plasticidad sindptica dependiente del receptor
NMDA con el envejecimiento. A) Induccién de LTP por un tren de estimulacion de alta frecuencia en la region CAl
del hipocampo de ratas en ratas adultas (circulos blancos) y viejas en condiciones control (tridngulos negros) y
suplementados con D-serina (100 um) (rombos grises) (***p <0.0001). B) Graficas de barras que indican la razén de
niveles de aminoacidos de adultos/viejos determinado en tejido hipocampal. Nétese que la D-serina, pero no L-serina
o glicina, esta disminuida en ratas viejas. C) Abajo, Grafica de barras indica una disminucién significativa de los
niveles de proteina de la enzima SR en ratas viejas (barra negra) en comparacién con jovenes (barra blanca); arriba,
inmunoblot representativo para -actina (banda superior) y SR (banda inferior). Tomado de Billard, (2015).
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2.2.6 Farmacocinética de la D-serina

La existencia de bacterias en el intestino capaces de producir D-serina llevo a la pregunta de si podrian
existir mecanismos de su transporte hacia el cerebro, por lo que diferentes estudios han mostrado que la
suplementacion de D-serina por via oral, intraperitoneal o intravenosa pueden aumentar los niveles de D-
serina en plasma, en el fluido cefalorraquideo y en el cerebro, lo que haria posible que la D-serina exdgena
pudiera influenciar la sefializacion glutamatérgica mediada por el receptor NMDA (Bauer et al., 2005;
Hasegawa et al., 2019; Pernot et al., 2012; Rais et al., 2012; Smith et al., 2009). La D-serina puede ser
absorbida por las células de la mucosa intestinal por el transportador ATB®* en la membrana luminal de la
porcion del colon (Hatanaka et al., 2002). Posteriormente esta puede ser liberada al torrente sanguineo a
través de la membrana basolateral por los transportadores L1 y Asc-1. La difusion pasiva de la D-serina a
través de la barrera hematoencefalica se considera pobre (Pernot et al., 2012). Sin embargo, la D-serina
puede llegar de la sangre al cerebro y de la sangre al fluido cefalorraquideo por sistemas de transportadores
en la barrera hematoencefalica y hematorraquidea respectivamente (Kasai et al., 2011). El sistema ATB®*
posiblemente sea el responsable del transporte de D-serina en la barrera hematoencefalica (Czeredys et al.,
2008). En paralelo, la D-serina puede ser eliminada del cerebro por dos mecanismos. El primero implica la
acumulacion de D-serina en las células parénquimales del cerebro (Kasai et al., 2011) . El segundo involucra
al sistema ASC-1 y ASCT?2 en barrera cefalorraquidea que moviliza la D-serina del liquido cefalorraquideo

a la sangre, y de ahi es metabolizada en el higado y eliminada por via renal (Fig.5-A).

Varios estudios sugieren que la D-serina a dosis altas puede inducir nefrotoxicidad tanto en humanos como

roedores provocando necrosis de los tdbulos proximales renales, proteinuria y glucosuria (Carone &
Ganote, 1975; Ganote et al., 1974; Williams et al., 2003). Por ejemplo, en un estudio en donde se

suplemento D-serina para tratar los sintomas de la esquizofrenia en humanos, un sujeto presento sintomas
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de dafio renal (Kantrowitz et al., 2010). Estos resultados resaltan la importancia de la regulacion de dosis

en la suplementacién de D-serina para modular la actividad del receptor NMDA en procesos patoldgicos.

Hasegawa y colaboradores (2019), describen que una dosis de 0.6 mmol/Kg (63.4 mg/Kg) administrada
por via oral de la D-serina tiene una biodisponibilidad del 94%, alcanzando una concentracion maxima
(Cmax) en plasma de 399 nmol/ml a un tiempo (tmax) de 72 min (Fig.5-B). Por via intraperitoneal
encontraron una biodisponibilidad similar (94%), pero con una mayor Cmax (610 nmol/ml) y menor tmax
(23 min). Esto es relevante ya que en el mismo estudio describen que al alcanzar los 2 pmol/ml de D-serina
en plasma empiezan a aumentar los niveles de creatina en plasma, lo que podria ser indicador de dafio renal,
gue por via intraperitoneal ocurre a partir de una dosis de 1.8 mmol/Kg. Estos resultados sugieren gue la
administracion por via oral puede ser mas efectiva como método de suplementacion exdgena, al permitir
utilizar mayores dosis de D-serina que sean efectivas para influenciar la funcion, sin llegar a inducir dafio

renal y con efectos méas prolongados en el tiempo.

En nuestro grupo de trabajo hemos utilizado un protocolo de suplementacién crénica de D-serina de 300
mg/Kg de peso corporal suplementado por via oral con el que hemos reportado efectos significativos en la
morfologia dendritica, conectividad funcional, y tareas conductuales cognitivas y motoras en ratas
envejecidas. Ademas, para este protocolo de suplementacion no encontramos signos de dafio renal cuando
evaluamos marcadores histoldgicos y de la integridad de los tibulos proximales (Nava-Gomez et al., 2022).
Smith y colaboradores (2009), evaltan los cambios en las concentraciones de D-serina en plasma, liquido
cefalorraquideo (CSF) y corteza después de diferentes dosis de D-serina administrada por via oral. Asi, la
dosis de 320 mg/Kg reportan elevaciones de aproximadamente 120 veces el nivel basal en plasma, 12 veces
en CSFy 2.5 en corteza. En conjunto, estos resultados validan el uso de una dosis oral de 300 mg/Kg de D-

serina en ratas como efectiva en elevar los niveles de D-serina en el cerebro, con efectos significativos en
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diferentes medidas relacionadas a la funcioén del receptor NMDA y segura al no mostrar signos de

nefrotoxicidad.
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Figura 5. Farmacocinética de la suplementacién de D-serina por via oral. A) Transporte de la D-serina desde el
lumen del intestino hasta el cerebro y posterior eliminacion. BHE, barrera hematoencefalica; BHR, barrera
hematorraquidea. B) Curva de la farmacocinética de D-serina en plasma suplementada por via oral a una dosis
representativa de 0.6 nmol/kg. Adaptado de Hasegawa et al., 2019; Hatanaka et al., 2002; Kasai et al., 2011.
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2.3 Imagenologia por resonancia magnética y redes neuronales

2.3.1 Conectividad funcional medida por imagenologia por resonancia magnética

Podemaos entender el cerebro como una red formada por diferentes regiones con su propia funcion asociada
y que continuamente comparten informacion entre si. Como tal, estas forman una compleja red integrada
en la que la informacidn es procesada y transportada continuamente entre regiones conectadas de manera
funcional y anatémica. La conectividad funcional se define como la dependencia de patrones de actividad
neuronal de regiones anatomicamente separadas. Una manera de examinar la conectividad funcional de
diferentes regiones es como el nivel de coactividad de series temporales usando Imagen por Resonancia
Magnética (MRI), técnica basada en las fluctuaciones de la sefial dependiente de nivel de oxigeno en la
sangre (BOLD, por sus siglas en ingles), una medida indirecta de la actividad neuronal y que pueden estar
asociadas a la realizacion de una tarea 0 medirse en estado de reposo (van den Heuvel & Hulshoff Pol, 2010).
Esta técnica permite medir la conectividad funcional de cerebros completos. Estudiar el cerebro como una
red integrativa de regiones cerebrales asociadas funcionalmente puede proveer nuevas perspectivas sobre
la comunicacion neuronal a gran escala en el cerebro y provee una plataforma para examinar como la
conectividad y la integracion de informacion se asocia con la conducta y como esta organizacion puede

estar alterada en trastornos neurodegenerativos (Greicius, 2008).

2.3.2 Patrticipacion de redes neuronales en funciones cognitivas y conductuales

Existen diferentes redes descritas asociadas a conductas relevantes a aspectos ejecutivos, emocionales y de
motivacién. De éstas el circuito mesolimbico de recompensa se encarga de evaluar la saliencia de los
estimulos externos, y se ha demostrado su involucracion en la regulacién de comportamientos apetitivos
(Deco & Rolls, 2005; Wickens et al., 2007). Esta red esta formada por regiones telencefalicas y proyecciones
dopaminérgicas que surgen del &rea tegmental ventral. Por otro lado, la red de comportamiento social esta

involucrada en diversos aspectos de conducta reproductiva, parental y de agresion, y por definicion,
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contiene receptores para hormonas sexuales esteroideas (Newman, 1999). Ambas redes se integran para
formar el circuito social de toma de decisiones (Social decision-making, SDM, por sus siglas en inglés),
que se encarga de regular respuestas a estimulos externos (con contenido social 0 no) y que esta preservado

evolutivamente (O’Connell & Hofmann, 2011).

Por otro lado, tenemos la red neuronal por defecto (Raichle & Mintun, 2006), una red compuesta de un
conjunto de regiones que estan mas activas durante las tareas pasivas, y que participa en modos internos de
cognicion, idear sobre el futuro y el pensamiento disperso (Buckner et al., 2008). Esta red esta formada por
diferentes subsistemas, conectados entre si por diferentes centros como son el cingulo posterior. Uno de
estos subsistemas es el sistema de memoria hipocampal-cortical, que se ha involucrado en la reconstruccion
de memorias a largo plazo en tareas de recuperacion y otras tareas que utilizan experiencias pasadas para
hacer decisiones orientadas de manera prospectiva. Se han encontrado equivalentes a esta red también en
roedores (Hsu et al., 2016; Lu et al., 2012). El otro subsistema que forma la red por defecto es el sistema
dorsal de atencién (Corbetta & Shulman, 2002), que se ha asociado con cognicién dirigida externamente,
incluyendo tareas de cambio de atencidn, movimientos oculares y coordinacion de la mano con el ojo. De
manera interesante, investigaciones recientes muestran que la actividad espontanea entre el sistema dorsal
de atencion y el sistema de memoria hipocampal-cortical se correlacionan de manera negativa (Fox et al.,
2005), lo que sugiere una segregacion de mecanismos mutuamente competitivos, que surge de su papel
opuesto en procesamiento de la informacion externa e interna. Ademas, el sistema de control frontoparietal
se encuentra anatdbmicamente posicionado de manera Unica para integrar la informacion del sistema de
memoria hipocampal-cortical y el sistema dorsal de atencion para mediar procesos que potencialmente
compiten entre su orientacion interna o externa (Vincent et al., 2008). Este sistema incluye el llamado bucle
de control, que se encarga del monitoreo del conflicto. La teoria del monitoreo del conflicto postula que
existen mecanismos de monitoreo para el conflicto generado por respuestas incompatibles que sirven para

afinar el rendimiento en tareas (Botvinick et al., 2001). Adicionalmente, la hipdtesis de la sefializacion
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afectiva menciona que este conflicto genera una reaccion afectiva negativa (la sensacion de conflicto es
aversiva), que puede servir como sefial para impulsar mecanismos de control que lleven a una respuesta
adaptativa para resolver el conflicto (Dreisbach & Fischer, 2015). Estos dos componentes (monitoreo de
conflicto y adaptacion de control), se complementan mutuamente y forman el bucle de control. El cingulo
anterior se ha asociado con la funcién de monitoreo del conflicto (Botvinick et al., 2004), mientras que la
regién dorsolateral se ha asociado con el control adaptativo, al participar en la afinacion de representaciones
de tareas (Kerns et al., 2004). De manera importante, también forma parte del sistema de control
frontoparietal la corteza frontal de asociacién, a la que se atribuye su participacién en la coordinacion del
procesamiento de informacion y transferencia de informacion entre maltiples regiones durante la
realizacion de tareas simultaneas (Koechlin et al., 1999). Se ha asociado con diversos tipos de tareas que
incluyen resolucién de problemas, recuperacion de la memoria (prospectiva, de fuente y contexto), y a
ramificacion y realocacion de la atencién (Ramnani & Owen, 2004). En comparacion con regiones frontales
laterales que mantienen la representacion de la tarea actual, se ha descrito que la region mas anterior podria
mantener diferentes representaciones en espera para ser recuperadas y ejecutadas posteriormente al finalizar
la tarea en curso, por lo que se ha propuesto que la corteza prefrontal anterior se encuentra en la cima del
control cognitivo jerarquico (Koechlin & Hyafil, 2007). Las sefiales cognitivas que surgen de la corteza
frontal de asociacidn se envian a regiones premotoras para convertirlas en sefiales motoras, que finalmente
son enviadas a la corteza motora primaria. Ademas, la corteza frontal de asociacion forma bucles con
regiones de los ganglios basales y el cerebelo a través del talamo, lo que sostiene su importancia en la

expresion y control de tareas motoras (Takada, 2016).

Al actuar en regiones tan extensas asociadas a la funcionalidad del receptor NMDA y en mecanismos tanto
excitatorios como inhibitorios, es posible que la D-serina tenga efectos sobre el estado de animo y
motivacion actuando sobre la actividad de redes neuronales cerebrales. En este contexto, la rsfMRI es una

herramienta poderosa para evaluar cambios en redes cerebrales funcionales en cerebros completos. Por lo
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gue, en este trabajo, evaluamos los cambios de los niveles de la D-serina asociados al envejecimiento a
través de diversas conductas espontaneas asociadas al estado de alerta y exploracion como medida del
estado de &nimo y de motivacion en el modelo murino. Ademas, los cambios en redes cerebrales funcionales
entre regiones que forman parte de los sistemas involucrados en estas tareas y su desarrollo en diferentes

edades.

3. Justificacion

A medida que la poblacién mundial envejece se dificultara el poder garantizar los servicios de salud y el
bienestar de las personas mayores. Mantener las capacidades funcionales en la edad avanzada permitira que
los individuos sigan siendo activos en la sociedad y reducira la carga de los sistemas de salud. Las funciones
gue podrian tener un mayor impacto para este fin son aquellas involucradas con procesos cognitivos y de
control. De ahi la importancia de desarrollar estrategias de tratamiento que ayuden a preservar las
capacidades funcionales en el envejecimiento con énfasis a aquellas con incidencia en el sistema nervioso

central.

En este trabajo se prueba el uso de la D-serina, una sustancia presente en el cerebro con efecto
neuromodulador, como un potencial tratamiento para los cambios que ocurren en el envejecimiento en el
sistema nervioso central; lo que al mismo tiempo aporta informacion sobre los mecanismos neuronales

subyacentes a procesos cognitivos, motivacionales y de control a diferentes edades.
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4. Hipotesis

La suplementacion crénica de D-serina mejorara la expresion de conductas motivadas y provocara cambios

en la conectividad funcional cerebral en ratas envejecidas.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

e Evaluar los efectos de la suplementacién cronica de D-serina sobre las conductas motivadas y la

conectividad funcional cerebral en ratas envejecidas.

5.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la administracion crénica de D-serina en ratas envejecidas sobre las conductas

motivadas.

e Caracterizar los cambios en la conectividad funcional inducidos por la suplementacion crénica de

D-serina en ratas envejecidas.

6. Metodologia

6.1 Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 6 meses (jovenes), 12 meses (adultas) y 18 meses (mediana

edad) de edad, obtenidos del Laboratorio Universitario de Bioterio del Instituto de Neurobiologia. Las ratas
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fueron resguardadas en las instalaciones del bioterio en condiciones de ciclo normal de 12 h luz/oscuridad,

con libre acceso a agua y con restriccion de alimento para mantenerlas en un peso de 300-400 g.

6.2 Suplementacioén cronica de D-serina

Los sujetos de cada grupo de edad fueron repartidos aleatoriamente en los grupos control y experimentales.
Las ratas que recibieron D-serina fueron suplementadas diariamente (por dos meses) a una dosis de 300

mg/ Kg de peso corporal, diluida en el agua de beber.

6.3 Tareas conductuales

6.3.1 Campo abierto

La arena de campo abierto estaba hecha de plexiglas transparente, con dimensiones de 42x42 cm y ubicada
en una base de madera a 90 cm del suelo. Los animales fueron colocados en los bordes de la arena y se les
dejo libremente durante 30 minutos en un cuarto iluminado. Entre cada evaluacion la arena fue limpiada
con etanol al 70%. Cada prueba fue videograbada a una resolucién de 960x720 a 30 FPS con una
videocdmara posicionada por encima y por debajo de la arena para poder obtener informacién relevante de
las extremidades (Luxem et al, 2022). Se analizaron parametros de desplazamiento para medir la conducta
similar a ansiedad y la habituacion a un entorno novedoso, como son la distancia recorrida y el tiempo en
las areas de periferia y central de la arena, ademas de la conducta de acicalamiento, en sus parametros

temporales como de la microestructura de este (direccion del acicalamiento, transiciones entre secuencias).
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6.3.2 Laberinto elevado en cruz

Las ratas fueron colocadas en el centro del laberinto, de manera que su rostro y patas delanteras estuvieran
orientadas hacia uno de los brazos abiertos. Se permitio al animal recorrer el laberinto libremente durante
5 minutos. El laberinto fue limpiado entre evaluaciones con alcohol al 70%. Se evaluaron como variables
en esta tarea el tiempo que paso el animal en brazos abiertos, ademas de conductas exploratorias y de
evaluacion de riesgo como rearings, nose dips y stretched attend posture (SAP), como indicadores del

balance entre ansiedad y exploracion espacial.

6.3.3 Prueba de interaccion social

Para esta prueba se colocaron dos animales en la arena de campo abierto de la misma edad y asignados al
mismo grupo experimental (control o suplementados con D-serina). Los animales de cada grupo fueron
pesados y emparejados de manera que se redujera al minimo la diferencia de los pesos entre cada par de
animales. Los animales fueron analizados hasta en tres ocasiones diferentes con una pareja distinta, si la
diferencia de peso y la disponibilidad de un compafiero lo permitia. Esta prueba se realizé el dia siguiente
de la evaluacion de campo abierto para que la primera exposicion sirviera de habituacién al entorno de
evaluacion y los cambios en la conducta social observados se debieran solo a la exposicion a un individuo
novedoso. Entre cada evaluacidn, la arena fue lavada con alcohol al 70%. Entre evaluaciones sucesivas del
mismo animal se dejo6 pasar un tiempo de descanso de al menos 15 minutos. Cada prueba fue videograbada

desde una vista superior y lateral a una resolucion de 960x720 para hacer el analisis de la conducta.

6.3.4 Modelos de Machine Learning y Deeplabcut

Se utilizo Deeplabcut (version 2.2.0) para marcar Yy rastrear la posicion corporal de los animales y de las

diferentes arenas en las diferentes pruebas conductuales (Mathis et al, 2018, Nath et al, 2019). Para cada
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tarea se obtuvo una muestra de videos exclusivamente con el fin de entrenar un modelo de Deeplabcut. Las

condiciones de cada tarea se describen con mayor detalle a continuacion.

Para el laberinto elevado en cruz se entrené un modelo de Deeplabcut (Fig. 6-A, B) usando 20 fotogramas
por video extraidos de 24 videos grabados con una resolucién de 1280x920 a 30 FPS desde una vista
superior y que en total suman una muestra de 2 horas de video de la prueba conductual. Los fotogramas
fueron recortados para abarcar solo los limites del laberinto, con un margen para registrar el posible
desplazamiento del animal (por ejemplo, cuando los animales se estiran mas alla de los limites de los brazos
abiertos del laberinto). Esto se hace para reducir los tiempos de analisis y de entrenamiento. Estos
fotogramas se usaron para crear un Dataset de entrenamiento que sirvid para entrenar una modelo de
DeepLabCut basado en ResNet-50 por 500,000 iteraciones. Posteriormente se analizaron los mismos videos
utilizados para entrenar la red y se extrajeron hasta 10 fotogramas adicionales utilizando el algoritmo de
deteccidn de valores atipicos jump, que extrae cuadros atipicos si el cambio en la posicidn de un punto en
namero de pixeles de un cuadro de video al siguiente es mayor a un valor epsilon. Las anotaciones de estos
cuadros adicionales fueron corregidas manualmente y agregadas al Dataset de entrenamiento, lo que sirve
para refinar la precisién del modelo. Un segundo modelo fue entrenado con este Dataset, ahora hasta
1,030,000 iteraciones. Este modelo se utiliz6 posteriormente para analizar videos experimentales en

condiciones similares.

Para el analisis de campo abierto se entrené un modelo de DeepLabCut (Fig. 7-A, B) usando 20 cuadros
extraidos de 24 videos grabados con resoluciones de 1280x920 y 960x720. Debido a cambios en las
condiciones de iluminacion, los videos fueron obtenidos a una tasa de muestreo de 15 a 30 FPS. En total,
se contd con una muestra de 18 horas de video de la tarea conductual. Los fotogramas obtenidos se

recortaron para delimitar los limites de la arena. Con estos se cre6 un Dataset de entrenamiento que se
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utilizé para entrenar un modelo basado en ResNet-50, que fue entrenado por 500,000 iteraciones. Los
mismos videos de entrenamiento fueron analizados con este modelo y se extrajeron hasta 10 fotogramas
atipicos utilizando el algoritmo jump y hasta 5 fotogramas extraidos manualmente para obtener
especificamente instancias donde se observe la conducta de acicalamiento. Las anotaciones de estos cuadros
adicionales fueron corregidas y agregados al Dataset de entrenamiento para refinar la red, que fue entrenada
ahora por 1,030,000 iteraciones. Esta red se utilizo posteriormente para analizar los videos experimentales

en condiciones similares.

Finalmente, para el analisis de la interaccion social, se cred un modelo multi-animal de DeepLabCut (Lauer
etal., 2022) (Fig. 8-A). Este modelo permite estimar la posicion de diferentes animales en un mismo campo
sin necesidad de marcadores, con la capacidad de mantener la identidad de cada uno. Para esto se extrajeron
20 fotogramas de 20 videos, obtenidos de una vista superior, para un total de mas de 3 horas de muestra de
la tarea conductual. Ademas, también se adquirié una vista lateral de manera simultanea, que sirvi6 para
poder discriminar mejor la posicion de cada animal en los momentos en que pudieran sobrelaparse. Los
fotogramas extraidos fueron recortados para delimitar la arena y anotados manualmente. Se anotaron 16
puntos de interés de posiciones anatomicas clave para cada animal, y 4 puntos que corresponden a las cuatro
esquinas de la arena. Con esto se cred un Dataset de entrenamiento para entrenar un modelo basado en

Resnet-50 entrenado por 200,000 iteraciones.

Los videos de entrenamiento para cada tarea conductual fueron analizados con sus respectivos modelos de
DeepLabCut para posteriormente hacer la anotacion manual de archivos multimedia con el software VIA
(Dutta & Zisserman, 2019). Este se utilizd para anotar fotograma a fotograma las instancias de
comportamientos etoldgicos relevantes en cada tarea conductual indicando el inicio y el final de las

secuencias de comportamientos de interés. Estos datos fueron exportados a tensorflow para R, para crear
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modelos secuenciales de machine learning capaces de categorizar las conductas de interés para cada tarea.
Para ello se prepararon los datos de DeepLabCut de los videos de entrenamiento usando el paquete de

Software DLCAnalizer (Sturman et al., 2020) y scripts personalizados para R.
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Figura 6. Modelos de DLC y ML para el andlisis de la tarea de Laberinto elevado. A) Puntos anatomicos anotados
para entrenar un modelo de DeepLabCut para estimar la posicion del animal en la tarea de laberinto elevado. B)
Representacion de dimensiones del laberinto y disposicion de la cAmara (izquierda) y puntos anotados del laberinto
para entrenar el modelo de DeepLabCut (derecha). C) Representacién esquelética del animal compuesta de areas
(poligonos), distancias (lineas punteadas) y angulos (lineas solidas curveadas). Estas conformaron los atributos
utilizados para entrenar un modelo de machine learning de clasificacién de comportamientos.
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Para los videos de entrenamiento de la prueba de laberinto elevado en cruz se anotaron los eventos de
rearings, definidos como el momento en el que el animal levanta ambas patas delanteras, apoyado 0 no
sobre las paredes del laberinto y termina cuando ambas patas tocan de vuelta el piso. Para cada video se
cred una representacion esquelética invariante de posicion y de orientacion utilizando las coordenadas del
andlisis de DeepLabCut para cada fotograma (Fig. 6-C). Esta representacion consistio en 23 variables que
incluyen distancias, angulos, areas de poligonos y velocidades de puntos, que se utilizaron como atributos
para entrenar un modelo de machine learning. Ademas, se midieron otros comportamientos con métodos
de programacion tradicional. Los nosedips se clasificaron usando la funcién preestablecida de
DLCAnalizer, que se basa en la inclusion o exclusion de puntos clave con las zonas del laberinto. Para la
conducta de SAP utilizamos umbrales de velocidad y excentricidad (valor obtenido al estimar una elipse
definida por las distancias entre los puntos de nariz y cola como eje mayor y entre los puntos laterales como

eje menor) basandonos en el trabajo de Holly y colaboradores (2016).

Para la prueba de campo abierto se sincronizaron los datos de coordenadas de DeepLabCut obtenidos de
videos de la vista superior e inferior de cada sujeto para que coincidieran fotograma a fotograma. Para esto,
primero se ajustd la frecuencia de muestreo y se realiz6 un submuestreo uniforme para reducir el nimero
de fotogramas para que coincidieran con el de menor frecuencia de muestreo. Para sincronizar el tiempo de
inicio se anot6 manualmente para cada par de videos el fotograma en el que iniciaba la prueba, siendo este
momento cuando se coloca la tapa del campo abierto y ambas manos del investigador dejan de tocarla.
Utilizando este dato se obtuvo un valor de ajuste para eliminar valores al inicio y al final de cada par de

videos para que estos tuvieran la misma duracion y coincidieran fotograma a fotograma.
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Para los videos de entrenamiento de campo abierto se anotaron las diferentes secuencias de la
microestructura del acicalamiento que incluyen “acicalamiento de patas y nariz”, definido como braceos
alternados 0 movimientos elipticos simétricos cercanos al hocico; “lavado de rostro y cabeza”,
caracterizado por movimientos semicirculares que pueden ser alternados o simétricos que llegan al menos
hasta las vibrisas y tipicamente parten desde el rostro, pero también pueden hacerlo desde detras de las
orejas; “lavado corporal”, cuando el animal se dobla sobre si mismo o hacia los lados para lamerse y
limpiarse el cuerpo, opcionalmente también puede frotarse con sus patas delanteras; “acicalamiento
genital”, cuando el animal se dobla sobe si mismo hasta alcanzar los genitales con las patas delanteras y el
hocico; y “rascado con patas traseras”, cuando el animal se rasca enérgicamente la cabeza o el cuerpo con

las patas traseras o se limpia las ufias y los digitos de estas utilizando el hocico (Smolinsky et al., 2009).

Para los atributos del modelo de machine learning encontramos que una representacion esquelética era
insuficiente para obtener clasificaciones precisas, por lo que probamos con diferentes representaciones y
elegimos la que nos diera la mayor precision. Para detectar la microestructura del acicalamiento funciona
mejor una representacion interconectada de distancias entre los puntos de nariz, extremidades, orejas,
cuerpo y genitales. Asi, nuestra representacion consiste en 30 variables que incluyen distancias, angulos y

velocidades que sirvieron como atributos para entrenar el modelo de machine learning (Fig. 7-C).
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Figura 7. Modelo de DLC y ML para el andlisis de prueba de laberinto elevado y clasificacion de conducta de
acicalamiento. A) Representacion de los puntos anatémicos anotados para entrenar el modelo de DLC para estimar
la posicién en la prueba de campo abierto. Fueron entrenados modelos para estimar la posicion desde una vista superior
(izquierda) e inferior (derecha). Estructuras con contorno punteado y transparencia representan puntos en el plano
opuesto a cada punto de vista, normalmente ocluidos por el cuerpo del animal, pero que son visibles esporadicamente
en condiciones relevantes para el analisis de la conducta. B) Representacion de la arena con disposicion de las camaras
(izquierda) y de los puntos anotados para entrenar el modelo de DeepLabCut (derecha). C) Atributos utilizados para
entrenar el modelo de clasificacién de la conducta de acicalamiento con ML. Las lineas solidas curveadas representan
angulos. Las lineas solidas rectas representan vectores de distancia que sirven para definir los angulos, pero no fueron
utilizados como medidas de distancia en el modelo. La mayoria del modelo lo conforma una representacion
interconectada de distancias entre estructuras relevantes para la conducta de acicalamiento (lineas punteadas),
particularmente nariz y boca, y que son variables y caracteristicas segun la direccién del acicalamiento. EI modelo
incluye informacion de la vista superior (izquierda) e inferior (derecha).

Para la prueba de interaccion social, anotamos los eventos de exploracion social como aquellos eventos en
donde cualquiera de las ratas acerca su nariz al rostro, cuerpo o cola de la otra rata ya fuera esta interaccion
unilateral o reciproca. Para las variables para entrenar el modelo nos basamos en el trabajo de Lorbach y
colaboradores (2018). Este consiste en 7 variables que incluyen distancias entre puntos clave de los 2

animales, velocidades y angulos que aportan informacién de la orientacion y posicion relativa entre los
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animales (Fig. 8-B). Los valores de coordenadas resultantes del andlisis de DLC de los videos
experimentales de cada prueba fueron exportadas a Rstudio (v 4.2.0) y analizados utilizando el paquete de
software DLCAnalizer (Sturman et al., 2020) para medir variables de patrones de locomocién y se usaron

los modelos de ML para clasificar los comportamientos etol6gicos de interés.
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Figura 8. Modelo de DeepLabCut y machine learning para el analisis de la conducta de interaccion social. A)
Puntos anatémicos anotados para entrenar el modelo de maDLC para conducta de interaccién social. Este conjunto
de puntos fue anotado para cada animal en la evaluacion. B) Representacién de los atributos utilizados para entrenar
un modelo de ML para clasificar la conducta de interaccion social. Lineas rectas punteadas representan distancias
entre puntos. Lineas curveadas representan los angulos entre vectores de distancia (lineas solidas representan el vector
de la distancia entre los dos puntos que conectan, pero no fueron utilizadas como atributos en el modelo, representadas
en la figura para indicar los angulos que definen). Aunque el modelo de DLC puede predecir mas puntos que los
necesarios para entrenar y crear clasificaciones con el modelo de ML, anotar mas puntos ayuda al rendimiento general
del modelo, lo que es de especial importancia en modelos de maDLC.

6.4 Resonancia Magnética

6.4.1 Adquisicion de imagenes anatémicas y funcionales

El protocolo de adquisicion de iméagenes de resonancia magnética se realizé como se describe en Grandjean
et al. (2022). En resumen, los animales fueron inducidos con isoflurano al 4% (Sofloran; PiSA, México), y
una vez colocados en el resonador se administré un bolo subcutaneo de 0.025 mg/Kg de dexmedetomidina
(TO). A los 15 minutos (T15), se inici6 la infusion constante de dexmedetomidina (Dexdomitor; Zoetis,

México) por canulacién subdérmica a un flujo constante de 0.05 mg/Kg/h. Durante este tiempo se redujo
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progresivamente la concentracion de isoflurano hasta alcanzar el 0.4% al menos 10 minutos antes del inicio
de la adquisicién de imagenes funcionales para permitir la estabilizacién de la anestesia. Las imagenes
funcionales fueron adquiridas pasados 40 minutos de la administracion del bolo subcutaneo de
dexmedetomidina (T40) (Fig.9). Todas las secuencias fueron adquiridas con un escéner de resonancia
magnética de 7 Teslas (Bruker BioSpin Pharmascan® 70/16US). Las imagenes anatdmicas se obtuvieron
con una secuencia turboRARE, con tiempo de repeticion = 2500 ms, tamafio de matriz [128 x 128], FOV
(25.6 x 25.6) mm2, 18 rebanadas axiales intercaladas de 1mm de grosor con separacion de 0.1 mm. Las
imagenes funcionales se obtuvieron con una técnica de eco de gradiente eco planar 40 minutos después de
la induccion de anestesia, con tiempo de repeticién = 1000 ms, repeticiones = 1000, tamafio de matriz [64
x64], FOV (25.6 x 25.6) mm2, 18 rebanadas axiales intercaladas de 1mm de grosor con separacién de 0.1
mm. Durante toda la sesion de escaneo el ritmo cardiaco, ritmo respiratorio, saturacién de oxigeno y
temperatura fueron monitoreados para evaluar la profundidad de la anestesia y condicién fisioldgica general

de los animales. La temperatura corporal fue mantenida con agua caliente circulante.

6.4.2 Preprocesamiento

Para el preprocesamiento de las imagenes funcionales se utiliz6 la biblioteca de FSL v5.0.9. Los primeros
5 volimenes de cada serie temporal fueron descartados. Posteriormente se realizd una correccién de
movimiento y slice timing correction utilizando como referencia el primer volumen que no se descarto.
Este volumen también se utiliz6 para determinar las transformaciones de cuerpo rigido para su imagen
anatémica correspondiente. A los conjuntos de datos resultantes se les aplico un filtro de pasa bandas de
altas frecuencias para conservar las frecuencias en el rango de 0.01 a 0.1 Hz. Finalmente, se realiz6 un

suavizado utilizando un kernel Gaussiano de FWHM de 1mm.
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Induccién de anestesia (ISO 4%)
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EPI Eco de Gradiente

Figura 9. Protocolo de adquisicién de imagenes de resonancia magnética funcional. Flecha verde, reduccién
progresiva de isoflurano desde el posicionamiento en el resonador. Flecha azul, linea de tiempo con eventos
importantes a cada tiempo. Flecha roja, adquisicién de imagenes funcionales.

Para la seleccion de las regiones de interés para el andlisis funcional, utilizamos una combinacion del Atlas
de Rata Wistar de la Universidad de Tohoku (Valdés-Hernandez et al., 2011) y el Waxholm Space Atlas
(WHS, Papp et al., 2014). Las regiones fueron seleccionadas con base en su relevancia en funciones
motoras, y de procesamiento emocional, social, cognitivo y motivacional por lo que se utilizaron doce
regiones para los analisis posteriores: Corteza Motora primaria (M1), Corteza Motora Secundaria (M2),
Corteza del Cingulo (Cing), Corteza Frontal de Asociacién (FrA), Talamo (Th), Nucleo Accumbens (Na),
Globo Palido (Gp), Nucleo Estriado (Str), Hipocampo (Hp), Corteza Retroesplenial (RSCx), Corteza

Orbitofrontal Dorsolateral (OFDL), e insula anterior (la).

6.4.3 Anaélisis de conectividad funcional con Network Based Statistics (NBS)

Con las imégenes preprocesadas, realizamos un andlisis para encontrar posibles redes neuronales con
cambios en las diferentes condiciones experimentales (edad, suplementaciéon con D-serina). Para esto,
utilizamos la herramienta para Matlab, NBS (Network Based Statistics, Zalesky et al., 2010). Este método
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estima la significacion estadistica de conjuntos de conexiones comparando su fuerza (la suma de su peso
estadistico), con la de una distribucién nula estimada con permutaciones de los datos originales. Los
conjuntos de conexiones a probar se definen como conexiones que muestran una significancia estadistica a
nivel de conexion (p <0.05, no corregido para comparaciones multiples), y comparten al menos un nodo
entre ellas. NBS controla el problema de las comparaciones multiples definiendo la significacion estadistica
a nivel de grupo (conjuntos de conexiones) en funcion de la probabilidad de obtener tal fuerza estadistica
en la distribucion nula, estimada con 5000 permutaciones aleatorias de los datos originales (Zalesky et al.,
2010). Para cada condicion experimental se probaron las hip6tesis de existencia de redes con aumento ([-
1, 1]) y disminucion ([1, -1]) en su conectividad funcional. El valor de umbral primario (Z) para cada prueba

fue estimado por ensayo y error.

7. Resultados

7.1 Caracterizacion de los cambios en la conducta espontanea y actividad
de redes de conectividad funcional cerebral con el envejecimiento

7.1.1 Cambios en la conducta similar a ansiedad y de exploracién con la edad

Con la finalidad de comprender los efectos de la D-serina sobre la motivacion en animales viejos,
analizamos conductas espontaneas que reflejaran una motivacién intrinseca de los animales de jévenes,
adultos y de mediana edad. Para esto combinamos el analisis de video con DeepLabCut y machine learning
para cuantificar conductas etolégicamente relevantes como la exploracion de su ambiente, la interaccion
con otros animales entre muchos otros. Ademas, utilizamos herramientas matematicas como las
correlaciones canonicas que nos permiten utilizar grupos de variables medidas en el laberinto elevado en

cruz y el campo abierto y que nos permitieran caracterizar los diferentes grupos de edad.
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Para un primer analisis, utilizamos variables reportadas en la literatura como asociadas a la conducta similar
a ansiedad (Fig. 10-A) para definir un indice que llamamos “indice de conducta similar a ansiedad”. Este
indice incluye variables evaluadas en el campo abierto (tiempo en area central, TCentOF), de acicalamiento
(numero de secuencias de acicalamiento por sesion, Seq/Ses; Tiempo de acicalamiento rostral, TAcicRost)
y con el laberinto elevado en cruz (Tiempo en brazos abiertos, TBAEPM, Stretched attend Posture, SAP)
(Fig. 10-A, izquierda). Encontramos que a medida que los sujetos envejecen se observa un incremento del
tiempo que pasan en el area central y del acicalamiento tanto en el nimero de secuencias por sesién como
en el acicalamiento del &rea rostral. De igual manera, asociado al envejecimiento, se observa una
disminucidn de la conducta de estiramiento y con poca aportacion al indice una disminucién del tiempo
gue pasan en brazos abiertos. Por la manera en que se define este indice, representa una medida inversa de
la conducta similar a ansiedad. El analisis ponderado de la aportacion de estas variables analizado con las
correlaciones candnicas muestra que este indice aumenta significativamente con la edad (ANOVA, Fig. 10-
A, derecha, p =0.0105), lo que sugiere que la conducta similar a ansiedad disminuye con el envejecimiento.
En adelante, los resultados seran representados y discutidos como la medida inversa de este indice para

facilitar su interpretacion.

Para un segundo analisis utilizamos variables asociadas con la exploracion, tanto social como del entorno
(Fig. 10-B). Para este analisis incluimos variables de distancia y velocidad medidas en campo abierto al
igual que las transiciones al centro. Ademas, incluimos la exploracién del animal cuando se asoma con la
nariz hacia fuera y abajo del laberinto elevado (Nosedips) y cuando se eleva colocado sobre sus dos patas
para explorar (Rearings). Como parte de la exploraciéon social evaluamos el tiempo que pasaron los
animales tocando, al menos con la nariz, alguna parte de otros animales (tiempo de exploracion social, ver
métodos para mas detalle). El analisis en conjunto de estas variables con las correlaciones candnicas mostro
un incremento significativo de este indice también con la edad (ANOVA, p = 0.00737). Estos resultados

muestran que los animales tienen menos conductas similares a la ansiedad con la edad y que son méas
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propensos a interactuar con su entorno lo que se evidencia en la correlacion de los indices que se muestra

en la Fig. 10-C.
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Figura 10. Cambios en conducta similar a ansiedad y de exploracion con el envejecimiento. A) Izquierda,
variables utilizadas para definir un indice de correlaciones canonicas para evaluar el comportamiento de ansiedad.
TCentOF, Tiempo en area central en campo abierto; Seq/Ses, Razon de nimero de secuencias por numero de sesiones
de acicalamiento; TAcicRost, Tasa de tiempo de acicalamiento rostral; SAP, Stretched Attend Posture; TBAEPM,
Tiempo brazos abiertos en laberinto elevado en cruz. Derecha, cambios en el indice de ansiedad con el envejecimiento.
B) Izquierda, variables utilizadas para definir un indice de correlaciones candnicas para evaluar el comportamiento de
exploracion. ISocial, Tiempo de interaccion social; Velocidad, Velocidad de movimiento promedio, Distancia,
Distancia recorrida total; Nosedips, nimero de nosedips; Rearing, numero de rearings; TransCentro, Ntimero de
transiciones a la zona central en el laberinto elevado en criiz. C). Cambios en el indice de comportamiento similar a
ansiedad e indice de exploracion con el envejecimiento. Dorado, jévenes (6 meses); naranja, Adultos (12 meses); azul,
18 meses (mediana edad). u.a., unidades arbitrarias.

7.1.2 Efecto del envejecimiento sobre la conectividad funcional cerebral de diferentes
redes

Para el analisis de la conectividad funcional cerebral evaluamos los cambios a nivel de redes cerebrales en
ratas de mediana edad en relacion con las ratas jovenes, probando la hipotesis de que con el envejecimiento
ocurrian redes cuya conectividad funcional se encontrara disminuida o aumentada. Es asi como de acuerdo

con los resultados del Network Based Statistics encontramos una red cuya conectividad funcional
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disminuye significativamente con el envejecimiento (Fig. 11-A, matriz de disefio = [1,-1], [Jovenes,
Mediana edad]; Z = 1; Tamaifio de componente = intensidad; p = 0.030, aristas = 6; nodos = 5). Esta red
involucra regiones basales, motoras y limbicas como son el globo pélido, la corteza motora secundaria, la
corteza del cingulo, el nicleo accumbens y el estriado, siendo estos dos dltimos los nodos mas conectados
de esta red. De igual forma, encontramos una red cerebral con conectividad funcional incrementada en el
envejecimiento (Fig. 11-B, matriz de disefio = [-1, 1], [Jovenes, Mediana edad]; z = 1; Tamafio de
componente = intensidad; p = 0.041, aristas = 17, nodos = 9). Esta red involucra nodos con funciones
cognitivas, de integracién, memoria, motoras y limbicas como son las cortezas retrosplenial, motora
primaria y secundaria, orbitofrontal dorsolateral, la corteza de la insula, la corteza frontal de asociacion, el
talamo y el hipocampo, siendo estas tres Gltimas las regiones mas conectadas de la red. Estos resultados
sugieren que en el envejecimiento se afecta el procesamiento de informacién a diferentes niveles como son

la valencia, la memoria episddica y espacial, y la regulacion ejecutiva de las cortezas frontales.
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Figura 11. Cambios en la conectividad funcional en estado reposo con el envejecimiento. A) Red funcional
encontrada para la hipétesis de disminucion de conectividad con el envejecimiento. B) Red de conectividad funcional
que aumenta con el envejecimiento. Esta red se muestra en dos partes para facilitar su visualizacion. El tamafio del
nodo se corresponde al niimero de aristas que conectan a ese nodo, el grosor de la arista se corresponde con el
estadistico de prueba de NBS. Cing, corteza del cingulo; FrA, corteza frontal de asociacion; Gp, globo palido; Hp,
hipocampo; Ia, insula anterior; M1, corteza motora primaria; M2, corteza motora secundaria; Na, nucleo accumbens;
OFDL, corteza orbitofrontal dorsolateral; RSCx, corteza retrosplenial; Str, estriado; Th, tdlamo.
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7.1.3 Correlaciones entre la conducta espontanea y la actividad funcional neuronal en
estado de reposo

En nuestro andlisis, observamos que durante el envejecimiento se presentan cambios significativos en la
conducta y en la conectividad funcional de redes cerebrales. Entonces nos preguntamos si podria existir
una relacién entre ambas, y si esta se afectaba con el envejecimiento. Para esto, realizamos una correlacion
de Pearson entre la conectividad funcional de cada par de estructuras cerebrales y el indice de ansiedad y
de exploracion para cada sujeto. El coeficiente de correlacion es una medida que indica el grado de
dependencia lineal entre dos variables, en este caso una variable es conductual y la otra conectividad
funcional cerebral. En la Figura 12, se muestran las conexiones cuya correlacion es significativa para cada

indice (p<0.05).

En los animales jovenes, el indice de la conducta similar a la ansiedad se relaciona de manera positiva con
la conectividad funcional del hipocampo con el globo péalido y el tdlamo (Fig. 12-A, B). En sujetos adultos,
este indice se correlaciona de manera significativa con la conectividad de estructuras mas frontales como
la corteza frontal de asociacién y la orbitofrontal dorsolateral y su conectividad con el hipocampo vy la
corteza motora secundaria respectivamente (Fig. 12-C, D). Esta tendencia hacia la relacion entre la
conectividad funcional de estructuras frontales con la conducta similar a la ansiedad de los animales se
observa de igual manera en animales de la mediana edad. Aqui, la conectividad funcional entre la corteza
frontal de asociacion con el cingulo, las cortezas motoras primarias y secundarias, asi como la conectividad
de la corteza orbitofrontal dorsolateral con la insula anterior resultan muy relevantes para esta conducta,
solo que, a diferencia de los animales mas jovenes, esta relacién es positiva. De igual manera, la
conectividad de la corteza motora primaria con la insula anterior y el nucleo accumbens resultan relevantes

al igual que la conectividad del globo palido con el hipocampo, el tallamo y el cingulo (Fig. 12-E, F).
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Figura 12. Correlacion entre la conectividad funcional cerebral en estado de reposo y la conducta similar a
ansiedad a diferentes edades. Coeficiente de correlacion entre la conectividad funcional de pares de regiones
cerebrales y los indices de conducta similar a la ansiedad con esquema correspondiente de redes cerebrales que forman
esas conexiones para animales jovenes (A-B), adultos (C-D) y de mediana edad (E-F). Para los coeficientes de
correlacion se muestran a la derecha graficas de dispersion representativas con los valores de correlacion mas altos
(méximo tres por cada condicion de edad). Cing, corteza del cingulo; FrA, corteza frontal de asociacion; Gp, globo
palido; Hp, hipocampo; Ia, insula anterior; M1, corteza motora primaria; M2, corteza motora secundaria; Na, nucleo
accumbens; OFDL, corteza orbitofrontal dorsolateral; Str, estriado; Th, talamo.

En relacion con el indice de exploraciéon que incrementa de manera significativa con el envejecimiento,
observamos que este no parece estar asociado con la conectividad funcional de ninguna de nuestras
estructuras cerebrales en animales jovenes. Sin embargo, si se correlaciona con la conectividad funcional
en animales adultos (Fig. 13-A, B) y viejos (Fig. 13-C, D). Asi, en animales adultos, la conectividad del
globo palido con cortezas frontales (orbitofrontal dorsolateral y frontal de asociacién), se asocia de manera
negativa con la exploracion del animal. De igual forma, la conectividad funcional entre el nicleo accumbens
con el cingulo e hipocampo se asocian de manera inversa con la exploracion. En animales de mediana edad,

la conectividad funcional del tdlamo con el nlcleo accumbens, la insula y la corteza motora, explica la
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conducta exploratoria, solo que estas dos Ultimas presentan una correlacion positiva con esta conducta. En
esta edad la conectividad de estructuras frontales es también relevante como lo es la que se establece entre

la corteza frontal de asociacion con la corteza motora secundaria.

A Adultos B
Coeficiente de indice
d I 161
. e enplomeon 0u, OFDLVSGP NavsCing HpvsNa Cing
1 ®
5 ® o 0.6 * é D L4 FrA
.02 f S ’o %%, 04[ ’000 oL Hp
B LR L]
e 04 .
-04| | g & ] ‘ﬂ. o 90 g0 Na ©Gp
g
2 0 o ewees L o o
e rss S i u b 1w w g B4
> g & 8 - 2 -
ﬁo(::()(\i PR . Nodo
¢<0\/e,o¢ QQQ& Indice de conducta de exploracion (u.a) Corre|acif)n
negativa
A Mediana edad D Correlacion
Coeficiente de indice positiva
de exploracién
NavsTh lavsTh FrAvsM2
5 e avs V! ° o nsvs M2
2 1.8
5 0.4 - 0.4 . FA
5 ‘ . . Th
3 ~® 1
2 ..” 05| ee @ Na
g of e ®e 000 e
§ Ol = s B iy
-1 0 1 2 -1 0 1 2 -1 0 1 2

indice de conducta de exploracion (u.a)

Figura 13. Correlacion entre la conectividad funcional cerebral en estado de reposo y la conducta de
exploracion a diferentes edades. Coeficiente de correlacidn entre la conectividad funcional de pares de regiones
cerebrales y los indices de conducta similar de exploracion con esquema correspondiente de redes cerebrales que
forman esas conexiones para animales adultos (A-B), y de mediana edad (C-D). Para los coeficientes de correlacion
se muestran a la derecha graficas de dispersion representativas con los valores de correlacion mas altos (méximo tres
por cada condicién de edad). Gp, globo palido; Hp, hipocampo; Ia, insula anterior; M1, corteza motora primaria; M2,
corteza motora secundaria; Na, nicleo accumbens; OFDL, corteza orbitofrontal dorsolateral; Str, estriado; Th, tdlamo.

De manera interesante, con el envejecimiento aparecen mas conexiones que participan en predecir la
conducta similar a ansiedad. Esto podria interpretarse como un desbalance del sistema, o también como
parte de mecanismos compensatorios en los que el procesamiento de informacion esta mas distribuido y
requiera de la participacion y el reclutamiento de mas regiones y recursos neuronales para mantener la
funcion (Cabeza et al., 2018). Algo que es también de resaltarse es que la conectividad funcional cerebral
en estado de reposo puede explicar en gran medida la conducta espontanea de los sujetos de diferentes
edades y que la participacion de diferentes regiones en la conducta de ansiedad y motivacion cambia con

la edad.
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7.2 Caracterizacion del efecto de la D-serina sobre la actividad espontanea
y la conectividad funcional cerebral en ratas de diferentes edades

7.2.1 La suplementacion con D-serina aumenta la conducta de exploracion en animales
Jovenes y adultos

Una vez descritos los cambios conductuales que ocurren con la edad, nos propusimos evaluar el efecto de
la suplementacion crénica de D-serina sobre estos. Encontramos que la suplementacion de D-serina
aumentd la conducta exploratoria en animales jovenes y adultos (Fig. 14; ANOVA, p<0.05), sin modificar
a los sujetos de mediana edad. No encontramos cambios significativos en el indice de conducta similar a

ansiedad a ninguna edad.
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Figura 14. Efecto de la D-serina sobre la conducta exploratoria y la conducta similar a ansiedad en animales
de diferentes edades. Graficas de dispersion del indice de conducta similar a ansiedad y del indice de exploracion de
animales jovenes (izquierda), adultos (centro) y de mediana edad (derecha) tras la suplementacion cronica de D-serina.
Los circulos en cada grafica indican los animales control y las estrellas los animales tratados con D-serina. * p<0.05,
ANOVA.

7.2.2 El efecto de la D-serina en la conectividad funcional es dependiente de la edad, y
en animales envejecidos revierte los cambios que ocurren con la edad

Una vez observados los cambios en la conducta espontanea por efecto de la suplementacion con D-serina,
nos preguntamos si estos cambios podrian ser explicados con cambios en la actividad cerebral. Para eso
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evaluamos la conectividad funcional también en los animales tratados con D-serina en los diferentes grupos
de edades. En animales jovenes encontramos una red cuya conectividad funcional disminuye tras el
tratamiento de D-serina (Fig. 15-A; matriz de disefio = [1, -1], [Jovenes, Jovenes + D-serina], Z = 1.2;
tamafio de componente = extension; p = 0.043; aristas = 7; nodos = 6). Esta red esta formada por regiones
basales y motoras que interceden en el talamo. Para los animales de mediana edad, encontramos una red
con actividad disminuida en el envejecimiento (Fig. 15-C; matriz de disefio = [1,-1], [mediana edad,
mediana edad + D-serina]; tamafio de componente = intensidad; p = 0.049, aristas= 15; nodos = 9). De
manera interesante, la D-serina incrementa la conectividad funcional entre seis de las conexiones que se
ven disminuidas con el envejecimiento, lo que representa el 52.94% del total de las conexiones que
conforman la red que disminuye con el envejecimiento. De manera similar a la red que aumenta en el
envejecimiento, las regiones de talamo e hipocampo también son predominantes en esta red que disminuye
tras el tratamiento con D-serina, participando en seis y cuatro conexiones respectivamente, lo que puede
ser indicador de la relevancia de estas regiones en el proceso de envejecimiento. Ademas de esto, la corteza
retrosplenial adquiere relevancia al participar en cuatro conexiones de la red tras el tratamiento de D-serina.
Las estructuras cerebrales y los cambios en la conectividad funcional que componen esta red difieren de la
encontrada en animales jovenes tratados con D-serina. Sin embargo, la conectividad de las cortezas motoras
primaria y secundaria con talamo y la corteza retrosplenial se ve disminuida tanto en animales jovenes
como adultos y de mediana edad, lo que sugiere estos como blancos preferentes de la D-serina. En las redes
de conectividad cerebral funcional que disminuyen por la suplementacion con D-serina, la conectividad
funcional que incide del talamo difiere entre ambas redes, lo que podria darle un significado funcional
completamente diferente. En animales de mediana edad tratados con D-serina la conectividad funcional del
tdlamo con regiones frontales (Orbitofrontal dorsolateral, frontal de asociacién) motoras (corteza motora
primaria y secundaria) y limbicas (insula anterior y cingulo) se disminuye. En animales jovenes la
conectividad funcional del talamo con cortezas frontales no se ve disminuida por el tratamiento con D-
serina, aunque si las motoras. Ademas, se observa en animales jovenes una disminucion de la conectividad
entre el talamo y el estriado y el ntcleo accumbens. Finalmente, en animales adultos también encontramos
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una red con conectividad funcional disminuida tras el tratamiento con D-serina (Fig. 15-B; matriz de disefio
=[1, -1], [Adultos, Adultos + D-serina]; Z = 1; tamafio de componente = intensidad; p = 0.0256, aristas =
10; nodos = 7). Esta red incluye regiones basales y motoras de manera similar a la encontrada en animales
jovenes, sin embargo, también aparecen regiones frontales y de integracién de informacion, como son
corteza frontal de asociacion y cingulo; por lo que esta red podria representar una transicion entre los efectos
encontrados en animales jovenes y de mediana edad. De manera relevante, el tratamiento con D-serina
provoco disminuciones en la conectividad funcional de redes en todas las edades evaluadas, y a ninguna
edad encontramos aumentos en la conectividad funcional por efecto de la D-serina. Esta informacion puede
ser sugerente de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes al efecto de la suplementacion de D-

serina, y de la disminucion fisioldgica de la D-serina con el envejecimiento.
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Figura 15. Efecto de la D-serina sobre la conectividad funcional de redes de animales a diferentes edades. Red
funcional cerebral con conectividad disminuida en animales jovenes (A), adultos (B) y de mediana edad (C) tratados
con D-serina. Panel C mostrado en dos partes para facilitar visualizacion. Las lineas punteadas doble color (azul y
rosa) representan conectividades con el efecto inverso al que ocurre en el envejecimiento. El tamafio del nodo que
indica cada estructura corresponde al nimero de conexiones en las que participa, el grosor de la arista corresponde
con el estadistico de prueba de NBS.
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7.2.3 La suplementacion con D-serina tiene efectos en la correlacion entre la actividad
cerebral y la conducta espontanea.

De manera similar a lo descrito para los cambios en el envejecimiento, evaluamos la correlacion entre la
conectividad funcional tras la suplementacion crdénica de D-serina con los cambios en la conducta
espontanea. De igual manera encontramos correlaciones significativas entre la conectividad de diferentes
estructuras asociadas con la conducta similar a ansiedad y de exploracion. Sin embargo, las conectividades
funcionales relevantes para la conducta en animales suplementados con D-serina son, en su mayoria,

diferentes a las conectividades con correlacion con la conducta en animales control.

Por ejemplo, en animales jovenes, la conectividad del nicleo accumbens con la insula anterior y la corteza
motora, se hace asocian de manera inversa con el indice de la conducta similar a la ansiedad, al igual que
la conectividad entre estructuras frontales como la corteza orbitofrontal y la frontal de asociacion (Fig. 16-
A, B). Esto es interesante ya que nuestros resultados conductuales no muestran diferencias entre animales
controles y suplementados con D-serina, lo que indica que, aunque los animales presenten el mismo
desempefio conductual, las regiones cerebrales involucradas cambian por efecto de la D-serina. Al igual
gue observamos en animales controles, en animales adultos (Fig. 16-C, D) y de mediana edad (Fig. 17-E,
F), las correlaciones entre las conectividades funciones de regiones cerebrales y el indice similar de
ansiedad tiene una valencia positiva. En animales adultos este indice se correlaciona significativamente con
la conectividad funcional entre las cortezas motoras primarias y secundarias, mientras que, para los
animales de mediana edad, se asocia positivamente con la conectividad de la corteza del cingulo con la

frontal de asociacion y la corteza motora secundaria.
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Figura 16. La conectividad funcional de animales tratados con D-serina predice su comportamiento similar a
ansiedad a diferentes edades. Coeficiente de correlacion entre la conectividad funcional de pares de regiones
cerebrales y los indices de conducta similar de exploracién con esquema correspondiente de redes cerebrales que
forman esas conexiones para animales jovenes (A-B), adultos (C-D) y de mediana edad (E-F). Para los coeficientes
de correlacién se muestran a la derecha graficas de dispersion representativas con los valores de correlacién més altos
(méximo tres por cada condicién de edad). Cing, corteza del cingulo; FrA, corteza frontal de asociacion; Ia, insula
anterior; M1, corteza motora primaria; M2, corteza motora secundaria; Na, nucleo accumbens; OFDL, corteza
orbitofrontal dorsolateral; RSCx, corteza retrosplenial; Str, estriado.

En relacion con el indice de exploracion, la conectividad funcional entre el nlcleo accumbens con el globo
palido y el estriado se asocian de manera inversa en animales jovenes (Fig. 17-A, B), lo que significa que,
entre menor conectividad entre estas regiones, mayor sera la exploracion del ambiente del animal. En
animales adultos, las conexiones funcionales asociadas a esta conducta son las que ocurren entre cortezas
motoras primaria y secundaria y entre estriado y corteza retrosplenial (Fig. 17-C-D). Finalmente, en
animales de mediana edad la conectividad entre el cingulo y el talamo se relaciona positivamente con la
conducta de exploracién, mientras la conectividad entre la insula anterior y la corteza frontal de asociacion

lo hace de manera inversa (Fig. 17-E, F).
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Figura 17. La conectividad funcional de animales tratados con D-serina predice su comportamiento de exploracion
a diferentes edades. Coeficiente de correlacion entre la conectividad funcional de pares de regiones cerebrales y los
indices de conducta similar de exploracion con esquema correspondiente de redes cerebrales que forman esas
conexiones para animales jévenes (A-B), adultos(C-D) y de mediana edad (E-F). Para los coeficientes de correlacion
se muestran a la derecha las gréaficas de dispersion correspondientes. Cing, corteza del cingulo; FrA, corteza frontal
de asociacion; Gp, globo palido; Ia, insula anterior; M1, corteza motora primaria; M2, corteza motora secundaria; Na,
nicleo accumbens; Str, estriado; Th, talamo.

También encontramos conexiones presentes tanto en animales de mediana edad como en animales de la
misma edad tratados con D-serina, siendo éstas cingulo con corteza frontal de asociacion, corteza frontal
de asociacion con corteza motora primaria, y corteza frontal de asociacion con corteza motora secundarias.
Estas redes ademas no estan presentes en los cambios con el tratamiento con D-serina, lo que sugiere que
este efeto es robusto en el envejecimiento aun tras el tratamiento de D-serina, y que esta podria realizar su

efecto a través de conexiones diferentes, posiblemente por actividad con el tdlamo, consistente con lo

planteado anteriormente.
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8. Discusion

8.1 Conectividad funcional y conducta

En el presente trabajo, evaluamos cambios con el envejecimiento a nivel conductual y de redes cerebrales
funcionales, asi como el efecto de la D-serina sobre estos. Asociado al envejecimiento, observamos una
disminucion de la conducta similar a la ansiedad y un incremento en la conducta de exploracion. En relacion
con la conectividad funcional de redes cerebrales, se observd un efecto dual, redes que disminuyeron y
otras que incrementaron su conectividad y cuya conectividad funcional se asocié con las conductas
espontaneas de los animales, observandose en su mayoria correlaciones opuestas entre los animales jovenes
y los sujetos de mediana edad. La suplementacion crénica con D-serina incremento la conducta exploratoria
en animales jovenes y adultos sin afectar en ningin caso la conducta similar a la ansiedad. Los animales
gue recibieron D-serina disminuyeron su conectividad funcional en todas las edades evaluadas, restaurando
parcialmente los efectos del envejecimiento sobre estas redes cerebrales. De igual manera, modifico el
aporte de las conectividades funcionales en la realizacion de conductas espontaneas, haciendo mas

relevantes estructuras mas frontales como las de la corteza frontal de asociacion y la corteza del cingulo.

8.1.2 Cambios en las conductas espontaneas y la conectividad funcional asociada con
el envejecimiento

Durante el envejecimiento, se observé una disminucion en la expresion de conductas similares a ansiedad
y un aumento en la de exploracion tanto social como con su entorno en ambientes novedosos, 1o que es
consistente con lo reportado anteriormente (Torras-Garcia et al., 2005, pero ver también Meyza et al., 2011).

Los cambios en la exploracion no parecen ser determinados por cambios en la actividad locomotora per se
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ya que los parametros de la actividad motora espontanea evaluados en campo abierto y laberinto elevado
en cruz no muestran diferencias asociados al envejecimiento. Estos hallazgos no coinciden con lo reportado
por otros grupos (Mora et al., 2007; Torras-Garcia et al., 2005) y con resultados previos de nuestro grupo
en donde, utilizando una rueda de actividad locomotora, la actividad motriz evaluada en 3 dias consecutivos
si disminuyd con el envejecimiento (datos no publicados). Esto podria ser explicado por diferencias
fundamentales entre las evaluaciones de la actividad locomotora en condiciones de habituacién y de alerta.
Ademas, se ha sugerido que la rueda de actividad locomotora puede ser una actividad intrinsecamente
recompensante (Novak et al., 2012). Con esta perspectiva, podria ser que la disminucion en la actividad
locomotora en la rueda asociado al envejecimiento edad pueda deberse a cambios en los mecanismos de
control de movimiento y recompensa, mas que a las capacidades motrices del animal, como indica que los
animales de mediana edad puedan mantener velocidades y distancias recorridas similares a los animales
jévenes en pruebas como la de campo abierto. Esto seria consistente con lo descrito por Herrera-Pérez y
colaboradores (2008), en donde en el envejecimiento aumenta la susceptibilidad a anhedonia en ratas

macho.

Estos cambios conductuales en el envejecimiento se acompafiaron de una disminucion en la conectividad
funcional entre regiones del sistema de recompensas y un aumento en la conectividad entre regiones del
sistema de control frontoparietal. En particular, encontramos cambios en la conectividad de la corteza
frontal de asociaciéon y el hipocampo y la corteza retrosplenial que podria explicar el déficit en la
recuperacion de la memoria en el envejecimiento (Maguire, 2003; Trask & Fournier, 2022). Por su parte, el
cambio en la conectividad con el cingulo podria representar cambios en la integracion de informacion
afectiva que lleve a la ejecucion de tareas (Pardo et al., 2020; Rolls, 2019). Finalmente, el cambio con las
regiones motoras podria indicar deficiencias en la saliencia de las conductas motoras, de manera similar a
la conectividad con el tdlamo, a través del bucle que existe con los ganglios basales. En resumen, podemos

decir que los cambios en la conectividad funcional con el envejecimiento son consistentes con cambios en
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diferentes aspectos del procesamiento de informacion y ejecucién de tareas, como son la valencia, la
recuperacién de memoria, monitoreo de conflicto, control, integracién y saliencia motora (Beason-Held et
al., 2021; Cera et al., 2019; Jobson et al., 2021; Martinelli et al., 2013; Michely et al., 2018; Pardo et al.,

2007).

La conectividad funcional entre pares de regiones cerebrales se correlacion6 con el desempefio conductual
en todas las edades. Sin embargo, los animales mas viejos mostraron un mayor ndmero de regiones
cerebrales asociadas con las conductas lo que podria ser reflejo de un procesamiento mas distribuido de la
informacién como un mecanismo de compensacion del envejecimiento (Park & Reuter-Lorenz, 2009). De
manera interesante la conectividad entre el globo palido y el hipocampo cambio su papel en la conducta
con el envejecimiento, mostrando una correlacion negativa con la conducta similar a ansiedad en animales

jovenes, y una correlacion positivamente en animales de mediana edad.

En el envejecimiento encontramos cambios asociados al sistema de control frontoparietal en regiones de
corteza frontal de asociacion, corteza orbitofrontal dorsolateral, insula anterior y corteza del cingulo. De
manera particular, estos cambios incluyen el bucle de control (Botvinick et al., 2001), formado por las
regiones de corteza del cingulo y la corteza orbitofrontal dorsolateral, involucradas en funciones de
monitoreo de conflicto y mantenimiento de representaciones internas respectivamente (Botvinick et al.,
2004; Kerns et al., 2004). Estos resultados sugieren que existen mecanismos fisioldgicos subyacentes en el
envejecimiento que podrian explicar un cambio en el monitoreo de conflicto o la capacidad de generar

control, que podria facilitar la inactividad en adultos mayores.
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8.1.3 Efecto de la D-serina sobre las conductas espontaneas y la conectividad funcional
en animales de diferentes edades

La suplementacion con D-serina a animales jovenes y adultos produjo un aumento en su conducta de
exploracion, es importante hacer notar que este incremento en la exploracién no se debe a un incremento
en la hiperactividad de los animales ya que en ningin grupo experimental se observaron cambios en la
conducta similar a ansiedad por efecto de la D-serina. Es importante resaltar la dificultad de trabajar con
conductas espontaneas ya que son altamente susceptibles a diferencias individuales y variaciones en la
evaluacion. Es posible que el efecto facilitador de la D-serina pudiera extenderse a otros ambitos de
conductas motivadas como lo son la conducta sexual o comportamientos de cuidado paternal. En estos
casos la D-serina podria tener un efecto diferencial segln el sexo, debido a la importancia de las
hormonas sexuales en el circuito de comportamiento social, sobre la cual tiene efecto la D-serina a nivel
del circuito de toma de decisiones; y a la interaccion que existe entre dopamina y hormonas sexuales

esteroideas (Di Paolo, 1994; Sanchez et al., 2010).

Estudios previos de nuestro grupo, mostraron que la suplementacion de D-serina modifica la actividad
locomotora a diferentes edades cuando se evallan en la rueda por 3 dias. En estos trabajos, encontramos
gue los animales jovenes disminuyeron la actividad locomotora y en animales envejecidos (24 meses de
edad) incrementaron su actividad locomotora, siendo similar a la de animales jovenes. Esta evidencia
refuerza el papel dual de la D-serina (y posiblemente del NMDAR), en procesos cognitivos y motores y es
consistente con la idea de que los cambios locomotores en el envejecimiento podrian deberse a cambios en
los mecanismos de control y recompensa; y que la D-serina actGa sobre estos sistemas, restaurando la

funcion en animales envejecidos.
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Con relacion a la conectividad funcional de redes cerebrales, la suplementacion de D-serina produce efectos
gue son dependientes de la edad. En animales jovenes, la D-serina, disminuye la conectividad de regiones
basales, el tdlamo y las cortezas motoras. Esto podria tener efectos funcionales similares a lo que ocurre en
la red con conectividad funcional disminuida en el envejecimiento, ya que, aunque no hay coincidencias
exactas en las conexiones afectadas, en ambas redes se afectan regiones que forman parte del sistema de
toma de decisiones, especificamente en el sistema de recompensas, en la que el tdlamo parece tomar un
papel mas importante como mediador del flujo y la integracion de informacion en los animales jovenes
suplementados con D-serina. Estos resultados son consistentes con datos previos del laboratorio (Vazquez-
Prieto, 2023) en donde la administracién de D-serina a animales jovenes puede afectar su desempefio

cognitivo y en ratas viejas facilitar su desempefio.

Tras la suplementacion con D-serina en animales de mediana edad, encontramos un efecto que revierte los
cambios que ocurren en el envejecimiento a nivel de redes funcionales en los sistemas de control
frontoparietal y de memoria hipocampal-cortical. La D-serina no parece tener efecto sobre el sistema de
toma de decisiones, que si presenta efectos en el envejecimiento. Sin embargo, podria influir en esta red a
través del bucle de corteza frontal de asociacion con tdlamo y ganglios basales. En animales adultos, la D-
serina tiene un efecto intermedio entre los observados en animales jovenes y de mediana edad, en los que
disminuye la conectividad entre regiones basales con el tdlamo, y también entre la corteza frontal de
asociacion y el cingulo con el talamo. Esto podria representar un cambio transicional en el efecto de la D-
serina entre animales jovenes y de mediana edad que puede ser reflejo del proceso de deterioro con el

envejecimiento, particularmente, de los cambios en los niveles de D-serina.

Aunque la D-serina tenga efectos diferenciales en animales a diferentes edades, podemos describir ciertas

generalidades en su mecanismo de accion. En todas las condiciones de edad, el efecto encontrado fue de
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disminucién en la conectividad a nivel de redes, aunque las regiones afectadas fueran diferentes. Esto
contrasta con lo que ocurre en el envejecimiento, en el que encontramos tanto aumentos como
disminuciones en la conectividad funcional a nivel de redes. También podemos observar como el talamo
tiene un papel central como region en la que interceden muchos de los cambios entre las conexiones que
ocurren en todas las edades evaluadas. Esto podria ser reflejo de la relevancia de la D-serina en la
funcionalidad del tdlamo y de la importancia de esta region como relevo de informacion a nivel de redes.
También observamos efectos en conexiones que coinciden al estar presentes en redes a diferentes edades.
Particularmente, los cambios en la conectividad entre el tAlamo y las cortezas motoras son consistentes al
aparecer en todas las edades evaluadas. Sin embargo, esto podria tener una interpretacion funcional

diferente en el contexto del estado inicial del sistema y de las redes de las que forman parte estas conexiones.

8.1.4 Cambios en los mecanismos de control ejecutivo como mediador del efecto de la
D-serina en funciones cognitivas

En trabajos previos encontramos que con el envejecimiento disminuye la flexibilidad cognitiva en una tarea
de aprendizaje reverso (Nava-Gomez et al., 2022). En animales envejecidos y de mediana edad
suplementados con D-serina los animales mejoran su desempefio, asemejandose a animales jovenes.
Originalmente, atribuimos estos resultados a mejoras en las funciones cognitivas con la suplementacion de
D-serina en animales de mediana edad y envejecidos. Sin embargo, esto también es consistente con cambios
en el nivel de involucracién de los animales con la tarea y con la capacidad de reclutar mayores recursos
cognitivos a través de mecanismos de control aumentados, lo que también coincide con los cambios en
redes neuronales funcionales encontrados en animales de mediana edad en este trabajo. Asi, la D-serina al
actuar sobre mecanismos de control podria influenciar la involucracion de los adultos mayores en tareas

fisicas y cognitivamente demandantes.
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Sin embargo, una alternativa podria ser que la D-serina esté actuando sobre las capacidades motrices, a
nivel de tejido 6seo y musculo. Esto es plausible debido a que se ha demostrado la presencia de D-serina
en tejidos periféricos (Montesinos Guevara & Mani, 2016). Particularmente, se ha demostrado un papel de
la D-serina en la degeneracién de motoneuronas en la esclerosis lateral amiotréfica (Sasabe et al., 2012); y
en tejido 6seo, participa en el balance de formacion y reabsorcién de hueso y se ha sugerido un papel de la
D-serina en la osteoporosis asociada con el envejecimiento (Rivera-Villasefior et al., 2021). Esto podria
facilitar la tarea de palanqueo, afectando la evaluacion de flexibilidad cognitiva, como también podria

explicar los cambios en la rueda de actividad locomotora mencionados anteriormente.

8.1.5 Perspectivas de redes, conectividad y MRI

Debido al papel de la D-serina en modular el balance E/I y la actividad de redes a través de interneuronas
GABAérgicas, es relevante mencionar la posible involucracion de la actividad inhibitoria en la
interpretacion de los resultados de fMRI. A menudo se asume que la sefial BOLD de la fMRI es reflejo de
la actividad excitatoria. Sin embargo, recientemente se describi6 un componente de las neuronas
inhibitorias en condiciones experimentales (Moon et al., 2021), aunque normalmente no es posible
distinguir entre la actividad excitatoria e inhibitoria en fMRI (Logothetis, 2008). En el envejecimiento
encontramos cambios gue incluyen tanto aumentos como disminuciones en la conectividad funcional. En
el envejecimiento se ha reportado alteraciones de la actividad GABAérgica y el tono inhibitorio (Rozycka
& Liguz-Lecznar, 2017). No esta claro cédmo una disminucion de la actividad inhibitoria afectaria la sefial
BOLD vy las imégenes de conectividad funcional por fMRI. Por un lado, al aumentar la excitabilidad
sinaptica podria derivar en mayor congruencia entre la actividad neuronal que resultaria en mayor
conectividad funcional, sin embargo, las interneuronas inhibitorias también son conocidas por regular la
sincronizacion de la actividad de redes (Roux & Buzsaki, 2015). El tratamiento con D-serina

consistentemente resulté en disminuciones en la conectividad funcional tanto en animales jovenes como de
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mediana edad, aunque esto involucraba regiones diferentes. Adicionalmente, el tdlamo, que es conocida
como una fuente importante de actividad excitatoria a las interneuronas inhibitorias de la corteza frontal
(Swanson & Maffei, 2019) adquiere mayor importancia en estos cambios, lo que nos lleva a pensar que el

efecto de la D-serina este mediado por interneuronas inhibitorias.

No esta claro si los cambios observados en conectividad funcional en el envejecimiento y con el tratamiento
de D-serina se correspondan con cambios en la integridad de los tractos que conectan las diferentes
estructuras. Se ha reportado que en el envejecimiento ocurre una disminucion de la sustancia blanca, lo que
podria estar involucrado con los cambios en la conectividad funcional en el envejecimiento (Gunning-
Dixon et al., 2009). En este trabajo planteamos que el efecto de la D-serina en animales jovenes y de
mediana edad en la conectividad funcional de redes neuronales surge de su papel en modular la actividad
de las diferentes regiones, sin embargo, no descartamos un posible efecto sobre la comunicacién entre las
estructuras involucradas derivado de la integridad de los tractos. Una evidencia a favor de esta idea es el
papel neuroprotector de oligodendrocitos y promotor de mielinizacion descrito para la L-serina (Wang et
al., 2019). En este sentido, en un modelo genético knockout para la enzima SR en ratones, los animales
presentan mayor volumen ventricular, lo que sugiere un rol de la D-serina en la integridad estructural

cerebral, con cambios similares a los reportados en el envejecimiento (Puhl et al., 2015).

8.2 Mecanismos celulares, moleculares y electrofisiolégicos

Existen diferentes mecanismos que podrian explicar el efecto diferencial de la D-serina en animales jovenes
y viejos. Es tentador pensar que esto se deba a diferencias en la concentracién alcanzada en el cerebro tras
la suplementacién. Asi, animales jovenes sin deterioro en sus niveles de D-serina podrian alcanzar niveles
supra fisioldgicos, con posibles efectos perjudiciales, mientras en animales envejecidos, la suplementacion

con D-serina en realidad restaura los niveles fisiologicos con un efecto terapéutico. Consistente con la idea
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de que la D-serina puede tener efectos dependientes de concentracién, se ha reportado que el efecto de la
D-serina exdgena para modular la funcion del receptor NMDA es dosis dependiente y con forma de
“campana” (Zhang et al., 2008), en las que a altas concentraciones presenta un efecto inhibidor, debido que
la D-serina comienza a actuar como un inhibidor competitivo del sitio de unién a glutamato en la subunidad
GIuN1, en lugar de su sitio tipico en la subunidad GIuN2 (Yovanno et al., 2022). Por otro lado, la actividad
de la D-serina enddgena normalmente es regulada al nivel de la sinapsis y es liberada de una maneara
dependiente de actividad (Papouin et al., 2012; Wong et al., 2020). Es posible que la D-serina administrada
de manera exdgena actle alterando este balance, con efectos diferentes a elevaciones fisiolégicas del
transmisor, por ejemplo, actuando de manera putativa sobre receptores extrasinapticos, afectando el balance

entre mecanismos de supervivencia y muerte neuronal; o sobre diferentes sitios sinapticos o tipos celulares.

Aunque la sefializacion glutamatérgica normalmente se asocia con la actividad excitatoria, los receptores
NMDA pueden influenciar el tono inhibitorio al inducir plasticidad en interneuronas GABAérgicas (Booker
& Wyllie, 2021). Se ha demostrado la participacion de la D-serina en la induccion de plasticidad mediada
por receptor NMDA también en este tipo de neuronas (Lecouflet et al., 2022). En animales knock out para
la enzima SR, se encontraron alteraciones en el balance E/I, y menor nimero de neuronas inhibitorias (Jami
etal., 2021; Ploux et al., 2020). Sin embargo, esto no alter¢ la actividad a nivel de sinapsis y en evaluaciones
conductuales y cognitivas, atribuido a mecanismos compensatorios que incluyen cambios en los niveles de
glicina, y disminucion de la actividad inhibitoria a nivel de circuitos. No se sabe si este panorama sea similar
a una disminucion fisioldgica de D-serina como la que ocurre en el envejecimiento, pudiendo afectar
selectivamente los componentes inhibitorios o excitatorios. Tampoco esta claro si la suplementacion
exdgena de D-serina actue sobre estos mecanismos inhibitorios con efectos significativos en la conducta, 0
por otro lado pueda derivar en mecanismos compensatorios de manera similar a lo que ocurre en modelos

knock out para la enzima SR.
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Finalmente, la actividad glutamatérgica mediada por el receptor NMDA se ha asociado con excitotoxicidad
(Hansen et al., 2021). Al facilitar la apertura del canal de manera dependiente de concentracidn, es posible
que con la suplementacion exdgena se puedan alcanzar niveles de D-serina que generen una sobreactividad
del receptor, llevando a la acumulacion de calcio intracelular que deriven en procesos excitotoxicos. En
acuerdo con esta posibilidad, se propuesto un papel de la D-serina en la muerte celular citotoxica mediada
por receptor NMDA y en condiciones de isquemia (Katsuki et al., 2007; Mustafa et al., 2010), y se ha

involucrado en la patologia de la esclerosis lateral amiotréfica (Sasabe et al., 2007).

8.3 Limitaciones y perspectivas futuras

Debido a la naturaleza heterogénea del proceso del envejecimiento se ha resaltado la importancia de realizar
estudios longitudinales en la investigacion sobre el envejecimiento para poder seguir diferencias
individuales. Estas diferencias individuales también podrian ser significativas en determinar la magnitud e
incluso la direccidn del efecto de intervenciones farmacoldgicas. Hemos observado este efecto en trabajos
previos de nuestro propio grupo. Al evaluar el efecto de la D-serina en la flexibilidad cognitiva en un estudio
transversal reportamos que esta revierte el deterioro asociado al envejecimiento. Sin embargo, al realizar
un estudio longitudinal encontramos que este efecto es dependiente del desempefio previo en la tarea de
flexibilidad cognitiva, en la que los animales con un buen desempefio en realidad empeoraban tras el
tratamiento con D-serina, y los animales con mal desempefio mejoraban. Esto podria explicarse por
diferencias individuales en los niveles de D-serina en el envejecimiento, lo que también podria explicar la
discrepancia encontrada en este trabajo, en la que observamos efectos a nivel de redes funcionales en

animales de mediana edad tratados con D-serina, pero no encontramos efectos en la conducta.

Es posible que debido la a naturaleza heterogénea del envejecimiento, los niveles de D-serina empiecen a

disminuir a diferentes edades cronoldgicas para cada individuo, o incluso en algunos se mantengan sin
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cambios a edades avanzadas. En trabajos previos hemos reportado efectos significativos en animales de
mediana edad, sin embargo, la mayor magnitud del efecto la encontramos en animales envejecidos. Con
base en nuestro planteamiento anterior, es posible que el deterioro asociado al envejecimiento y la
disminucién en los niveles de D-serina inicien alrededor de los 18 meses de edad, y al evaluar a esta edad
la D-serina podria tener efectos diferenciales para cada individuo segun su nivel de deterioro que no serian
apreciables a nivel de grupo. Sin embargo, a edades mas avanzadas los animales habran alcanzado de
manera mas consistente cierto grado de deterioro, por lo que la D-serina tendra un efecto en la misma
direccion. Asi, este trabajo podria estar limitado por su disefio transversal y por los grupos de edad
evaluados. Sin embargo, esto revela la importancia de encontrar marcadores que sean predictores del efecto
de la D-serina en el envejecimiento, ademas de la edad cronolégica, de los cuales el mas evidente serian
los niveles iniciales de D-serina. También sugiere que la edad ideal para evaluar estos marcadores en ratas
seria alrededor de los 18 meses de edad, donde la variabilidad en estos marcadores es mayor, derivado de

variaciones en el tiempo de aparicion de estos cambios y la magnitud del proceso de deterioro.

9. Conclusiones

e El envejecimiento disminuye la conducta similar a ansiedad y aumenta la conducta exploratoria

e EIl envejecimiento produce cambios a nivel de redes neuronales en regiones asociadas con

recompensa, procesamiento de informacion, control cognitivo, y saliencia motora

o El tratamiento con D-serina tiene un efecto dependiente de la edad a nivel de redes funcionales. En

animales jovenes, se afectan redes que incluyen regiones basales, y en animales de mediana edad

se afectan redes que incluyen regiones involucradas con mecanismos de control. Ambos cambios
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podrian explicar los efectos observados en animales de diferentes edades conductas

recompensantes
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