UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

AVEN"MA DE

MEXICO FACULTAD DE PSICOLOGIA

“EXPRESION DE TROMBOSPONDINA-1 (TSP-1) EN RATONES
C57BL/6J EXPUESTOS A AMBIENTES ENRIQUECIDOS”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADA EN PSICOLOGIA

PRESENTA:
JANINTZITZIC LOPEZ NINO

DIRECTORDE TESIS
DR. OCTAVIO CESAR GARCIA GONZALEZ

REVISORA
DRA. BEATRIZ GOMEZ GONZALEZ

® Facultad MEXICO, D. F. ABRIL, 2014
de Pyicologia



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



I~ ste trabajo se desarrollé en el laboratorio de Ncurobio]ogfa del sindrome de Down

de la [Facultad de Fsicologia de la UNAM.

Durante el desarrollo de este ’crabajo, se contd con el apoyo y una beca del proyecto
PAFIT INzi7211-3 “Fatologia y P/astfcfa/aa/ de fas espinas dendriticas en e/
sindrome de [Down. Contribucion de la | rombospondina~1 (T Sf-1)".

Se hace un agradecimiento especial a la Dra. [ aura Colin Darenque de la FZ.S-
|ztacala, (INAM, Diol. vonne Sanchez Cervantes, y Biol. [rma | épez Martinez de la

Facu]tad de Medicina, UNAM, por su orientacion Yy sugerencias en la técnica de

Golgi Yy de inmunohistofluorescencia.



Agradccimicntos.

A la umversidacl Nacional Auténoma de México, la maxima casa de estudios y mi

segundo hogar, POF acogerme dCSdC nifia en su munclo de clencia g cu]tura.

A mi director de tesis, el Dr. Octavio (sarcia, por Permitirme Participar en el
establecimiento del laboratorio “Neurobiologia del sindrome de Down” en la Facultad

de Fsicologl'a, por todas sus ensefianzas y por el apoyo para la realizacion de esta tesis.

A mi revisora de tesis, la Drra. Beatriz (16mez, por las observaciones Yy aPor’caciones

hechas tanto a mi anteproyecto, como a la tesis.

A mis compafieros de laboratorio, David y Jessica Nayeli, por todas las exPeriencias
compar‘cidas, por todo el trabajo en equipo, las dificultades exPerimentadas y los animos
mutuos para continuar con nuestros respectivos proyectos. [Hacer investigacion a su

lado ‘FUC un PlaCCF.

Agra&ezco especialmentc a mis papas por todo el apoyo que me han brindado. Sin

ustedes mucho de este trabajo no habria sido Posible.



Dedicatorias.

Con amor a Erendirita Yy Faco, mis PaPés, por acompaﬁarme en cada Progecto que
emprendo, por imPu]sarme siempre a ser mejor Yy a esmerarme por alcanzar mis metas.
Sus ensefianzas, amor y confianza han sido la base para mi desarrollo Persona! Yy

académico. For todo, gracias.

A mis hermaﬂos, ]yari e ]tzcoatl, porque saben Per‘Fecto cémo hacerme reirg enojar en
los momentos mas inesperadosj por sus abrazos colectivos y su Presencia siempre

a]egre. A ]OS CIOS) ]OS qUiCFO.

Con todo el carifio que mi corazén de roca Puede a”aergar, con admiracién y respeto a
José | uis Baroja. [~ n realidad, no tengo Palabras para expresar lo afortunada que he

sido al Poder conocerte, al Poder contar contigo

A mis amigos de la Facultad de Fsicologia, en cspecial a Cccilia, [~ duardo, Rocio Yy
Angel. Forquc de entre todos los entes vivientes que me rodearon durante la carrera,
no Puc!c haber encontrado a personas que me hicieran mas sentido que ustedes, por su

dedicacion alo que les aPasiona, y sobre todo, por aceptarme con toda mi hostilidad.

A quien me acompafiara en parte impor’cante de este camino e hiciera de ¢l un torbellino
de emociones Yy hermosos descubrimientos. Agraclezco y celebro el habernos

encontrado, conocido y disfrutado. [ Desde este lado del rio, te quiero.



Contenido

LRT=E U [ =T o T 1
ADTEVIAEUIAS ...ttt et s e st e s bt e e s ab e e s ab e e st e e s be e e sab e e sab e e e abeeeaneeesaree eeennnes 2
g Yoo [ 8T ool e o S PSPPSR 3
O Y oY [ T e [T o [ 1 ot [PPSR 6
1.1 Generalidades de las espinas deNdritiCas .......eeeecueieiiiieieeiiee et e e e e e saaee e 6
1.2 Funcidn y ultraestructura de las espinas dendriticas........ccccceeeeeiieeeeciiee e e 10
3RS T o 11 o ==Y g ToT] USRS 12
1.4 Espinas dendriticas, estructuras PlastiCas.......ccouccciiiiiieiiecciieeee e e 14

B I o] 0 Yo T o Yo o o [T = ot APPSR 16
2.1 Generalidades de 1a Trombosponding-L.......cccccceciiieiiiiiie et e 16
2.2 Funcién espinogénica y sinaptogénica de la Trombospondina-1 .........cccceeveviieeiiiieeeeccieeeens 18

AN 0] o 12T 0} A= =1 0 g (o LU Lol o o1 USRS 21
3.1 Generalidades de los ambientes enriqUECIAOS .........c.uuviiiieeie it 21
3.2 Efectos de los ambientes enriquecidos en el cerebro .......ccooiiieeiiicccciieee e, 23

O] o] 1=1 Y7o L3P PSPPPPPRO 26
B O L Y=L Vol ==Y Y=Y - Y SRRt 26
4.2 Objetivos ESPECITICOS ..uuuiiiiiiiie ittt ettt e et e e e e ete e e e s bt e e e setaeeesertaeeeeraeeeeans 26
oI o 11 T0 =Ty PSP 26
Lo\ <3 do e [o IV £ 0 = =T 1= (TSR 26
6.0 SUJETOS .ttt ettt et e et e et e et et e e et e e e e ee e e e e e et e e e aaaaeaaaaaaaaaaaaaaaaeaaaaeaeaeeeeaaeeeeeeesninns 26
6.2 Procedimiento SENEIAl......coiiciiiiiiiiie et e e e e e ae e e nres 27
6.2.1 AMbientes ENFQUECIAOS ........eeeiiuiiiiiiiiiee ettt et e et e e e ser e e e esaraeeeeabaeeesnseeeeas 27

3 20 N1 ol o o Je [N CTo] = SRR 28
6.2.3 Andlisis de espinas deNdritiCas........ccccuieiieiiiieiiiiee et erree e e e e e e rae e e e eaaeeean 29
6.2.4 INMUNONISTOflUOIESCENCIA....eiiuiieriiieiii e s 30

7.

6.2.5 Determinacion de Trombospondina-1. Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzima

(ELISA) ueteeeeee e ettt ettt e ettt e e e e ee bbb e e e e eeeeaabbaaeeaeeeeasbabaaaeeeeeeasbbaaaeaeeeeanarbareraeerrreeeas 31
(W o T 1R I =R = e [ Aol I 33
[T U =T Lo LT 34

7.1 AMbIientes ENFIQUECIAOS ....uviiiiii ittt et e e e e e e rtre e e e e e e e e nbraeeeeeeeeensssaseaaaseenns 34



7.2 Los ambientes enriquecidos favorecen la formacion de espinas dendriticas en ratones
(0= 7 L USSP 35

7.3 Los ratones C57BL/6J expresan Trombospondina-1 en el cerebro.......ccoccovvvveveveveeeecreeenen.. 38

7.3.1 Los ambientes enriquecidos incrementan los niveles de Trombospondina-1 en la corteza

A0 FATONES CBT7BL/BJ.eiieieiieeeeeeee ettt e e ettt e e e e e ee e bt e eesssasaabteteeesssaassseeeeesssssasnreaeeeeses 41

7.3.2 Los ambientes enriquecidos no producen cambios significativos en los niveles de

Trombospondina-1 €N hiPOCAMPO.....ciiiiciiiiiiiiie ettt e e e srre e e e srae e e sneeas 42
8. DISCUSION .ttt ettt ettt sttt ettt et e bt et e e bt e bt e bt e abeeabeeabeesbeesaeesanesanesanesaneen e nnne e 44
9. CONCIUSIONES. ...ttt ettt ettt et ettt et et e st e sb e e s bt e s bt e s st e smeesmeesmeesaeesaneemnesanesaneeneens sa 50

B0 0= C=T =T Lol I TR 52



Resumen

Las espinas dendriticas son pequefas protuberancias membranosas que emergen
de las dendritas de la neurona y constituyen el principal sitio de contacto sinaptico
excitatorio en el cerebro. Las espinas son estructuras méviles y heterogéneas
cuya morfologia y desarrollo es influida por la propia actividad cerebral y la
estimulacién ambiental, o que las hace estructuras importantes en la plasticidad
sinaptica. La trombospondina-1 (TSP-1), es una glicoproteina de matriz
extracelular secretada por los astrocitos con actividad espinogénica vy
sinaptogénica, lo que sugiere su participacion en procesos de plasticidad
sinaptica. Uno de los modelos mas utilizados para estudiar la plasticidad
dependiente de experiencia son los ambientes enriquecidos (AE). Los AE
favorecen la formacion de espinas dendriticas y sinapsis, mediante la estimulacion
sensorial, cognoscitiva y motora dependiente de experiencia. Sin embargo, los
mecanismos celulares involucrados en este proceso aun se desconocen. Este
trabajo tuvo como objetivo conocer si la expresiéon de TSP-1 cambia en ratones
expuestos a AE y si ésta podria estar relacionada con la formacién de espinas
dendriticas. Los resultados muestran que en la corteza cerebral los niveles de
TSP-1 incrementan después de que los ratones se expusieron a los AE, y que
esto correlaciona con la formacién de espinas dendriticas. Sin embargo, en el
hipocampo los niveles de TSP-1 no muestran un incremento significativo en los
ratones criados en AE, a pesar de que el numero de espinas dendriticas si
aumenta. Estos resultados sugieren que la TSP-1 podria estar involucrada en la
formacion de espinas dendriticas y sinapsis relacionada con la plasticidad

dependiente de experiencia en la corteza cerebral, pero no en el hipocampo.
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Introduccién

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias que emergen de las
dendritas de la neurona. Estas estructuras representan el principal sitio de
contacto sinaptico excitatorio (componente postsinaptico) en el cerebro (Korobova
y Svitkina, 2010). Las espinas muestran una morfologia bien definida (cabeza,
cuello y base unida a la dendrita) (Hotulainen y Hoogenraad, 2010) y se pueden
distinguir tres formas principales: hongo, regordetas y delgadas (Harris y Kater,
1994). En su interior, las espinas dendriticas cuentan con organelos que ayudan a
su funcionamiento autbnomo como: citoesqueleto rico en actina, mitocondrias,
ribosomas y aparato espinoso. Gracias a su morfologia caracteristica y maquinaria
especializada, se considera a las espinas dendriticas como microambientes
bioquimicos capaces de compartamentalizar la respuesta postsinaptica y de
incrementar la conectividad de los circuitos nerviosos (Yuste et al., 2000). La
formacion de espinas dendriticas es mayor durante el desarrollo postnatal
temprano (Fischer et al., 1998); sin embrago, su aparicién y cambios morfolégicos
y/o fisiologicos se conservan a lo largo de la vida (Hering y Sheng, 2001).

La trombospondina-1 (TSP-1), es una glicoproteina de matriz extracelular que se
expresa en diversos tejidos (por ejemplo: cardiaco, endotelial y cartilaginoso) y
que cuenta con diferentes dominios, lo que le da la posibilidad de participar en
procesos celulares como la agregacion plaquetaria, la migracion y la apoptosis
celular, entre otros (Chen et al., 2000). En los ultimos afios, se demostré que la

TSP-1 es secretada por los astrocitos en el sistema nervioso central (SNC) y tiene



una fuerte actividad espinogénica y sinaptogénica (Christopherson et al., 2005;
Risher y Eroglu, 2012).

La expresion de TSP-1 en etapas tempranas del desarrollo coincide con la
formacion de espinas dendriticas y sinapsis en el SNC (Christopherson et al.,
2005). En tejido adulto se detecta en estructuras que pueden regenerarse, por
ejemplo en el nervio optico del tritdn y del pez dorado (Hoffman et al., 1994); en
ratones adultos se detecta en la formacién hipocampal (Hoffman et al., 1994) y en
la recuperacioén funcional después de un evento isquémico (Liauw et al., 2008). En
este sentido, la actividad espinogénica y sinaptogénica de la TSP-1 sugiere su
participacion en procesos de plasticidad sinaptica.

Los ambientes enriquecidos (AE), son una de las herramientas mas utilizadas para
estudiar procesos de plasticidad dependiente de experiencia. Los AE consisten en
la transformacion de las jaulas habitacion de los roedores con el fin de facilitar y
reforzar la estimulacion motora, cognoscitiva y sensorial (Nithianantharajah y
Hannan, 2006). La adaptacion de las jaulas se realiza con la inclusion y cambio
constante de objetos que varian en forma, color, textura y tamano; ademas, se
incluyen ruedas para correr. EI cambio constante de los objetos, tanto de lugar
como de textura, y la presencia de ruedas para correr, incrementa las
posibilidades de estimular la formacién de mapas espaciales, la actividad fisica y
las interacciones sociales (Petrosini et al, 2009).

Estudios en roedores expuestos a AE encontraron que esta estimulacidon
promueve cambios anatdomicos y neurofisiolégicos, principalmente la activacion de
factores de transcripcion, el aumento en la complejidad de los arboles dendriticos

y la formacién de nuevas espinas dendriticas y sinapsis (Rosenzweig y Bennett,
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1996; Rampon et al., 2000), sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares
que subyacen a este proceso han recibido poca atencion, por lo que este trabajo
tuvo como objetivo establecer si la TSP-1 podria participar en la formacién de
espinas dendriticas que se observa en los ratones criados en AE. Ademas, un
mejor entendimiento del funcionamiento de la TSP-1 en procesos de plasticidad
ayudaria también a entender los mecanismos celulares implicados en la dinamica
de las espinas dendriticas en condiciones fisiolégicas normales o en patologias

donde se observan alteraciones de las espinas dendriticas.



1. Espinas dendriticas
A finales del siglo XIX, en 1888, Santiago Ramon y Cajal descubrio a las espinas
dendriticas utilizando la técnica de tincidon de Golgi. Estas estructuras fueron
ignoradas durante mucho tiempo por sus colegas contemporaneos, entre ellos el
propio Golgi, ya que las consideraban precipitados de plata propios de la tincidon
(revisado en Yuste, 2002). No fue sino hasta 1896 que Santiago Ramoén y Cajal
demostré definitivamente la existencia de las espinas dendriticas gracias al azul
de metileno (revisado en Garcia-Lopez et al., 2007), sentando las bases de
numerosas investigaciones de la neurociencia moderna. Actualmente, las espinas
dendriticas se definen como pequenas protuberancias membranosas que
emergen de las dendritas en las neuronas y se consideran el principal sitio de
contacto sinaptico excitatorio (componente postsinaptico) en el cerebro (Korobova

y Svitkina, 2010; Yuste, 2010).

1.1 Generalidades de las espinas dendriticas

Las espinas dendriticas cuentan con una morfologia bien definida que esta
conformada por tres estructuras principales: base (unida a la dendrita), cuello
(diametro <1 pm) y cabeza (volumen aprox. 0.001- 1 pm?®) (Nimchinsky et al.,
2002; Hotulainen y Hoogenraad, 2010), en donde generalmente se forma el
contacto con la presinapsis (Hering y Sheng, 2001) (Figura 1). Tomando en
cuenta sus tres componentes principales, las espinas pueden llegar a medir hasta
3 um de largo y su densidad varia de acuerdo al tipo celular, por ejemplo, en

neuronas hipocampales se observan de 2- 4 espinas por micrometro de longitud



dendritica, mientras que en las células de Purkinje hay de 1-10 espinas por
micrémetro (Sorra y Harris, 2000; Hering y Sheng, 2001). Ademas, en las células
de Purkinje, el acomodo de las espinas alrededor de la dendrita no es lineal sino
helicoidal (O’Brien y Unwin, 2006), lo que al parecer maximiza el espacio que
ocupan las espinas y garantiza la formacion de un gran numero de sinapsis

(Garcia- Lopez et al., 2010; Yuste, 2011).

._)/Presinapsis

Postsinapsis

Receptores ———
PSD

Filamentos
de actina

Cabeza Base

Cuello

<

Figura 1. Morfologia de las espinas dendriticas. Las espinas
dendriticas estdn conformadas por tres estructuras principales: base
(unida a la dendrita), cuello y cabeza. En la cabeza, generalmente, se
forma el contacto sinaptico. La imagen muestra algunos de los
componentes celulares de la espina (Modificado de; Hotulainen y
Hoogenraad, 2010).

De las dendritas de las neuronas emergen infinidad de espinas, cada una con una
morfologia diferente (Figura 2) (Harris y Kater, 1994). Sin embargo, se considera
que las formas mas comunes de estas estructuras son: forma de hongo, regordeta
y delgada (Figura 2). Las espinas con forma de hongo tienen una cabeza bien

definida, cuello y base con forma delta que las une a las dendritas (Korobova y



Svitkina, 2010); el tamafo de la cabeza se correlaciona con la actividad sinaptica,
por lo que ésta es considerada una morfologia madura (Yuste, 2010). Las espinas
regordetas tienen el mismo didmetro en toda su longitud por lo que parecen
carecer de cuello, son abundantes en el desarrollo postnatal, aunque también
pueden ser encontradas en etapas posteriores del desarrollo (Fiala et al., 2002).
Las espinas delgadas tienen un cuello largo y delgado con una cabeza pequefia;
este tipo de espinas cambian su morfologia durante el desarrollo (Fiala et al.,
2002) y son las que sufren un mayor decremento durante la vejez (Luebke et al.,
2010). Espinas dendriticas con morfologia diferente a las ya mencionadas también
se han descrito, por ejemplo: espinas ramificadas, que cuentan con varias
cabezas que emergen de un punto en comun (Sorra y Harris, 2000), y filopodios,
estructuras que también emergen de las dendritas y son considerados los
precursores de las espinas dendriticas maduras (Yoshihara et al., 2009) (Figura

2).



Ramificada

Regordeta Delgada

Espinas Filopodio

Figura 2. Distribucion de las espinas en la dendrita. Panel superior. La
imagen muestra la distribucién variada de las espinas en la dendrita, asi
como su morfologia y su ultraestructura. (PSD y mitocondrias). a)
Segmento de dendrita con diferentes tipos de espina (flechas): hongo (b),
delgada (c), regordeta (d) y ramificada (e). Tipos de espinas dendriticas.
Panel inferior. Representacion grafica de los diferentes tipos de espinas y
los filopodios (Modificado de Yuste y Bonhoeffer, 2004; Bourne y Harris,
2008).



1.2 Funcioén y ultraestructura de las espinas dendriticas

Las espinas dendriticas cuentan con organelos que las convierten en estructuras
altamente especializadas. Se considera que pueden formar microambientes
bioquimicos capaces de recibir informacibn de otras neuronas y
compartamentalizar la respuesta postsinaptica (Yuste et al., 2000; O’Brien y
Unwin, 2006). Ademas, se les atribuyen otras funciones como la generaciéon de
potenciales postsinapticos excitatorios locales rapidos, plasticidad sinaptica
(Lamprecht y LeDoux, 2004), incremento de la conectividad de un circuito bien
distribuido (Yuste, 2011) y compartamentalizacion de calcio (Yuste et al., 2000).
Entre los organelos que conforman a las espinas dendriticas, se encuentra su
citoesqueleto rico en filamentos de actina (Korobova y Svitkina, 2010). Los
filamentos de actina son capaces de elongarse, ramificarse o acortarse segun la
actividad sinaptica de las espinas (Figura 1).

Justo por debajo de la membrana postsinaptica y en oposicion a la presinapsis, se
localiza un area electrodensa llamada densidad postsinaptica (PSD, por sus siglas
en inglés) (Figura 1) (Bourne y Harris, 2008). La densidad postsinaptica es un
componente estructural donde se concentran receptores glutamatérgicos (AMPA,
kainato, NMDA y metabotropicos), moléculas de adhesion celular, canales,
proteinas de andamiaje (principalmente la PSD-95) (Kim y Sheng, 2004) e
infinidad de proteinas involucradas en sistemas de sefalizacion que ligan la
actividad sinaptica con la actividad bioquimica en la postsinapsis (Nimchinsky et
al., 2002; Kim y Sheng, 2004) y que podrian estar involucrados en la plasticidad

sinaptica.
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Ademas de la densidad postsinaptica y los filamentos de actina en las espinas
dendriticas, existen otros organelos asociados que hacen posible la actividad
bioquimica dentro de estas pequenas estructuras. Por ejemplo: mitocondrias,
polirribosomas y el aparato espinoso (Figura 2). En general, las mitocondrias se
localizan en los arboles dendriticos cerca de las espinas (Nimchinsky et al., 2002),
el ATP que se produce por estos organelos difunde hacia la espina y se utiliza
para la actividad sinaptica. En neuronas hipocampales las mitocondrias son
capaces de emigrar hacia la espina dendritica cuando la actividad sinaptica asi lo
demanda (Sorra y Harris, 2000; Bourne y Harris, 2008). Por otra parte, al igual que
las mitocondrias, los polirribosomas se encuentran cercanos a las espinas en la
dendrita, sin embargo, es mas comun encontrarlos dentro de éstas. La presencia
de polirribosomas es indicador de la sintesis local de proteinas, lo que refuerza la
concepcion de las espinas como componentes auténomos (Harris y Kater, 1994).
Otro organelo que se relaciona con la actividad sinaptica de las espinas es el
llamado aparato espinoso. El aparato espinoso es una continuacién del reticulo
endoplasmico liso que invade a la espina dendritica (principalmente espinas
maduras con forma de hongo) y que llega a alcanzar la densidad postsinaptica
(Segal et al., 2010). Este organelo actua como un reservorio de calcio, capaz de
captarlo o liberarlo mediante la estimulacién de segundos mensajeros o del propio
calcio, aumentando asi la fuerza sinaptica (Yuste et al., 2000; Tashiro y Yuste,

2003).

11



1.3 Espinogénesis

La generacion y estabilizacién de espinas dendriticas y sinapsis son procesos que
estan intimamente relacionados. Al parecer los mecanismos de la espinogénesis
cambian dependiendo de la estructura cerebral (Yuste y Bonhoeffer, 2004), por
ejemplo: en la neocorteza, durante el desarrollo postnatal temprano, aparecen en
abundancia a lo largo de las dendritas estructuras extremadamente moviles,
largas y delgadas carentes de cabeza llamadas: filopodios (Portera-Cailliau et al.,
2003; Zuo et al.,, 2005; Yoshihara et al, 2009) (Figura 2). Los filopodios se
identifican como los precursores de las espinas dendriticas maduras, se elongan
desde la dendrita explorando el espacio que los rodea y buscan con quién
establecer un contacto funcional (Yoshihara et al, 2009). Una vez que se establece
el contacto con algun axon, el filopodio se transforma para dar lugar a una espina
dendritica funcional (Fiala et al., 1998). Sin embargo, no todas las espinas se
estabilizan, lo que al parecer es un proceso dependiente de la actividad sinaptica
(Okamoto et al., 2004; Ehrlich et al., 2007). Las espinas dendriticas recién
formadas generalmente son delgadas, largas y con cabezas pequefias, |0 que
mas tarde cambia para dar paso a morfologias maduras, por ejemplo: las espinas
con forma de hongo (Fiala et al., 2002).

En neuronas piramidales de la neocorteza y el hipocampo se observa que la
espinogénesis y la sinaptogénesis también estan mediadas por la participacion
activa de los botones presinapticos. Al principio del desarrollo postnatal
predominan las sinapsis sobre las ramificaciones dendriticas (Yuste y Bonhoeffer,

2004), por lo que se propone que a partir del contacto sinaptico con la membrana
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dendritica se induce la emersion de las espinas dendriticas (Miller y Peters, 1981;
Ziv y Smith, 1996).

Por otra parte, las espinas dendriticas que se generan en las células de Purkinje
del cerebelo, no necesitan ser contactadas previamente por la presinapsis (Sotelo,
1990), pero su formacién y densidad en las dendritas proximales si depende de la
actividad neuronal (Garcia- Lopez et al., 2010).

Existen algunas moléculas que también participan en la espinogénesis y la
sinaptogénesis, por ejemplo: neuroesteroides, sintetizados de novo a partir del
colesterol, como el estradiol y la progesterona (Sasahara et al., 2007), factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) (Sakamoto et
al., 2003; Sasahara et al., 2007; Tyler y Pozzo-Miller, 2003), y éxido nitrico
(Nikonenko et al., 2008, 2013). Adicionalmente, la formacion de espinas
dendriticas podria estar asociada con la interaccidn de células astrogliales a través
del contacto fisico entre la neurona y el astrocito (Haber et al., 2006; Nishida y
Okabe, 2007). Recientemente, se demostré que moléculas secretadas por los
astrocitos como las trombospondinas (TSPs) (Christopherson et al., 2005; Garcia
et al., 2010), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a, por sus siglas en inglés)
(Stellwagen y Malenka, 2006) y el factor de crecimiento transformante-p1 (TGF-
B1, por sus siglas en inglés) (Clarke y Barres, 2013), pueden tener actividad
espinogénica y sinaptogénica. En conjunto, estos datos sugieren que tanto el
contacto fisico entre células nerviosas como la presencia de moléculas solubles

son importantes para la generacion de espinas dendriticas y sinapsis.
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1.4 Espinas dendriticas, estructuras plasticas

A lo largo de la vida las espinas dendriticas sufren cambios en su morfologia y
nuamero. En el desarrollo postnatal temprano el numero de espinas dendriticas y
sinapsis es abundante; sin embargo, conforme el desarrollo avanza, desaparecen
aquellas sinapsis que no se fortalecen mediante su actividad, influida por la
estimulacién ambiental y la experiencia (Fischer et al., 1998; Brinig et al., 2004;
Levenga y Willemsen, 2012). En la edad adulta, las espinas dendriticas son
capaces de responder con cambios morfoldgicos y/o fisiolégicos a la estimulaciéon
eléctrica, la experiencia, el aprendizaje y la actividad conductual (Hering y Sheng,
2001; Lamprecht y LeDoux, 2004; von Bohlen und Halbach, 2009).

Fendmenos como la potenciacién a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés),
que se refiere al incremento en la amplitud de los potenciales excitatorios
postsinapticos inducidos por la estimulacién eléctrica de alta frecuencia
(Lamprecht y LeDoux, 2004), producen aumento en la densidad de espinas
dendriticas, asi como el ensanchamiento de la cabeza y acortamiento de cuello de
las espinas, y la inclusidén de receptores glutamatérgicos (Matsuzaki et al., 2001;
Yuste y Bonhoeffer, 2001; Park et al., 2006; Wosiski-Khun y Stranahan, 2012).
Cambios duraderos en las espinas correlacionan con fendbmenos como la memoria
a largo plazo (Lamprecht y LeDoux, 2004); particularmente, se considera a las
espinas con forma de hongo, como espinas asociadas a procesos de memoria,
mientras que a las espinas delgadas se les considera espinas de aprendizaje
(Kasai et al., 2003; Yang et al., 2009). Por el contrario, fenébmenos como la

depresion a largo plazo (LTD, por sus siglas en inglés), dan como resultado
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endocitosis de receptores glutamatérgicos, el adelgazamiento de las espinas
dendriticas, e incluso su desaparicion (Beattie et al., 2000; Bastrikova et al., 2008).
Ademas, existen cambios en la morfologia y densidad de las espinas provocados
por la actividad conductual. Por ejemplo, el entrenamiento de ratas en laberinto de
Morris provoca un aumento en la densidad de espinas dendriticas en las dendritas
basales del area CA1 del hipocampo (Moser et al.,, 1994). La estimulacion
cognoscitiva y sensorial, mediante ambientes enriquecidos, también incrementa el
numero de espinas y sinapsis en la corteza (Jones et al., 1997; Holtmaat et al.,
2008; Landers et al., 2011); ademas, estudios in vivo, realizados en roedores,
demostraron la formacién y eliminacion de espinas aun en etapas adultas, gracias
a la actividad conductual (Trachtenberg et al., 2002; Yang et al., 2009).

Estos datos en su conjunto demuestran un papel fundamental de las espinas

dendriticas en procesos de plasticidad cerebral.
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2. Trombospondina-1

2.1 Generalidades de la Trombospondina-1

La Trombospondina-1 (TSP-1), es una glicoproteina de union a calcio, secretada
por los granulos alfa de las plaquetas y que ayuda a la agregacion de éstas
(Adams y Lawler, 2004). Se expresa en tejido cardiaco (Corless et al., 1992),
cartilaginoso (Lawler, 2000), endotelial (Iruela-Arispe et al., 1993) y nervioso (Asch
et al., 1986). La TSP-1, forma parte de la matriz extracelular y participa en
procesos celulares como migracién, apoptosis, inflamacion, cicatrizacion vy
angiogenesis (Chen et al., 2000).

En el SNC, durante el desarrollo embrionario, la TSP-1 se detecta a partir de la
semana 14 de gestacion (Anlar et al., 2002), lo que promueve el crecimiento de
neuritas y tractos neuronales en el cuerpo calloso (Chamak et al., 1995). En el
desarrollo postnatal temprano (primeras tres semanas), la TSP-1 es sintetizada y
secretada por los astrocitos (Asch et al., 1986; Christopherson et al., 2005; Risher
y Eroglu, 2012), lo que coincide con el periodo de formacion de espinas
dendriticas y sinapsis. En etapas adultas, en organismos como el pez dorado,
rana y triton, la TSP-1 se expresa en tractos nerviosos que se pueden regenerar,
como el nervio optico (Hoffman et al., 1994; Hoffman y O’'Shea, 1999), mientras
que en ratones adultos la TSP-1 se puede detectar en zonas como el hipocampo,

bulbos olfatorios y cerebelo (Hoffman et al., 1994) (Figura 3).
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Figura 3. Expresidon de TSP-1 en el cerebro de ratén adulto. Las zonas con mayor
expresién de TSP-1 en el cerebro de ratén adulto son: bulbo olfatorio, hipocampo y
cerebelo (Imagen tomada de: Allen Brain Atlas, 2013).

La TSP-1 pertenece a la familia de las trombospondinas (TSPs) que esta
conformada por 5 clases, cada una de ellas expresadas por diferentes genes
(Lawler, 2000). De acuerdo a su estado de oligomerizacion y la estructura de sus
dominios, las TSPs se divididen en: subgrupo A y subgrupo B (Lawler, 2000). La
TSP-1, pertenece al subgrupo A por ser homotrimérica, al igual que la TSP-2; las
TSP-3, TSP-4 y TSP-5 pertenecen al subgrupo B por ser homopentaméricas
(Adams y Lawler, 2004).
Cada subunidad que conforma al trimero de la TSP-1, esta compuesta por
diferentes dominios (lruela- Arispe et al., 1993; Adams, 1997) (Figura 4):
1. Dominios globulares: amino y carboxilo terminales.
2. Tres tipos de secuencias motivo repetidas:
a) Repeticiones Tipo | o dominios properdina.
b) Repeticiones Tipo Il o tipo factor de crecimiento epidermal (EGF, por sus
siglas en inglés)
c) Repeticiones Tipo Il o repeticiones de unién a calcio.
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3. Dominio procolageno

NH, PC Tipol Tipoll Tipolll COOH
properdina tipoEGF Uniéna
calcio

Figura 4. Trombospondina-1. Representacion gréfica de los dominios funcionales de la TSP-1 y su
forma trimérica (Modificado de Eroglu et al., 2009).

La diversidad de dominios en las subunidades de la TSP-1, le permite interactuar
con gran variedad de receptores (Risher y Eroglu, 2012) y participar en procesos
bioldgicos diversos. Por ejemplo, el dominio carboxilo terminal interactua con el
receptor CD47, que se involucra con el desarrollo de neuritas (Miyashita et al.,
2004), el dominio tipo | (properdina) interactua con el receptor CD36, que participa
en la activacién microglial (Asch et al., 1992), y el dominio tipo Il (tipo EGF)
interactua con el receptor alfa-2-delta-1 (receptor a gabapentina), que se involucra

con la formacion de sinapsis (Eroglu et al., 2009).

2.2 Funcién espinogénica y sinaptogénica de la Trombospondina-1

Diversos estudios demuestran que la TSP-1 estimula el crecimiento de neuritas
(Osterhout et al.,, 1992) y la formacion de espinas dendriticas y sinapsis
(Christopherson et al., 2005; Garcia et al., 2010; Xu et al., 2010).

La actividad sinaptogénica y espinogénica de la TSP-1 se identifico mediante

cultivos celulares en los que la adicion de medio condicionado de astrocitos
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incrementaba considerablemente el numero de sinapsis (Christopherson et al.,
2005). Posteriormente se observd que este efecto era dependiente de TSPs
(Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009; Xu et al., 2010) e influia en la
densidad y morfologia de las espinas dendriticas (Garcia et al., 2010). Ademas, en
tejido nervioso perteneciente a ratones knock out en TSP-1/TSP-2, el numero de
sinapsis es menor comparado con las encontradas en tejido normal
(Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009).

Las sinapsis que se forman gracias a la TSP-1 tienen ultraestructura normal en la
pre y postsinapsis (Barres, 2008), sin embargo, son postsinapticamente silentes
(Stevens, 2008). Al parecer, la TSP-1 induce la reorganizacién del citoesqueleto
provocando cambios en la morfologia de las espinas y mantiene alineadas a la pre
y postsinapsis durante la sinaptogénesis (Liauw et al., 2008), mientras que otros
factores son los que inducen la actividad funcional de la sinapsis. En el
hipocampo, la TSP-1 acelera la formacion de sinapsis, aunque no influye en la
densidad final de éstas (Xu et al., 2010). Se identific6 al dominio tipo EGF
(repeticiéon Tipo Il) de la TSP-1 como el responsable de inducir la actividad
sinaptogénica mediante la activacion del receptor a gabapentina alfa-2-delta-1
(Eroglu et al., 2009). Esta activacion provoca senalizacién inter e intra celular y el
reclutamiento de proteinas sinapticas (Ehlers, 2005; Eroglu et al., 2009).

Por otra parte, la TSP-1 también participa en procesos plasticos adaptativos en la
presinapsis, por ejemplo: el silenciamiento (Crawford et al., 2012). EI
silenciamiento de las presinapsis excitatorias, consiste en el decremento de las
terminales presinapticas que secretan neurotransmisor y previene la

excitotoxicidad en el hipocampo (Crawford et al., 2012). El farmaco gabapentina,
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previene la interaccion de la TSP-1 con el receptor alfa-2-delta-1, inhibiendo el
desarrollo del silenciamiento (Crawford et al., 2012).

A pesar de que el pico de expresion mas alto de la TSP-1 es en los primeros
estadios del desarrollo, existen evidencias de que ésta podria participar en
eventos que ocurren en etapas del desarrollo posteriores (Caceres et al., 2007).
En ratones adultos sometidos a un evento isquémico se observa un incremento en
la expresion de TSP-1 que correlaciona con la formacién de sinapsis en la zona
afectada y la recuperacion funcional (Liauw et al., 2008). El efecto espinogénico y
sinaptogénico de la TSP-1 en etapas tempranas y el aumento de su expresion por
el requerimiento de formacidén de nuevas sinapsis aun en etapas posteriores, hace
posible la participacion de la TSP-1 en la reorganizacion de los circuitos

neuronales debida a la plasticidad sinaptica dependiente de experiencia.
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3. Ambientes enriquecidos

3.1 Generalidades de los ambientes enriquecidos

A mediados siglo pasado, Donald O. Hebb reporté que ratas criadas como
mascotas en casa, tenian un mejor desempefio conductual que ratas criadas en
condiciones estandar de laboratorio (revisado en van Praag et al., 2000).
Posteriormente, en los afos sesenta, Rosenzweig et al. (1962), fueron los
primeros en demostrar experimentalmente que cambios en las jaulas de las ratas
(con juguetes de madera y laberintos), resultaban en cambios neuroquimicos y
anatomicos en el cerebro. Hoy en dia la importancia de la influencia de la
experiencia y la estimulacion ambiental sobre la estructura cerebral se sigue
estudiando mediante el uso de ambientes enriquecidos (AE).

Los AE consisten en exponer a los animales de laboratorio a condiciones que
faciliten y refuercen la estimulacion motora, cognoscitiva y sensorial
(Nithianantharajah y Hannan, 2006). Un AE incluye objetos que varian en su
composicion, forma, tamafo, textura y color, y que se sustituyen en repetidas
ocasiones, lo que permite que haya un rango amplio de posibilidades para
incrementar la estimulacion cognoscitiva, la formacion de mapas espaciales y la
habilidad para detectar novedades; entrenamiento fisico, representado por
movimientos exploratorios y actividad motora general con el uso de las ruedas
para correr; interacciones sociales, una buena alimentacion y cuidados para la

salud (Olsson y Dahlborn, 2002; Petrosini et al, 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Ambientes Enriquecidos (AE). Los AE facilitan la
estimulacién somatosensorial, motora y cognoscitiva
mediante objetos novedosos y la complejidad del espacio.

El modelo de AE muestra la existencia de la plasticidad cerebral dependiente de
experiencia, por lo que es sustento cientifico y experimental de programas de
estimulacién o intervencién temprana (Bryck y Fisher, 2012), gimnasia cerebral
(DeFelipe, 2006) e integracion sensorial (Reynolds et al., 2010). En humanos, los
programas de intervencién temprana y enriquecimiento ambiental (que incluyen
servicios de salud, nutricion, educacion, ejercicio fisico y tutorias familiares)
muestran efectos positivos sobre las habilidades visuales, verbales logicas y
motoras de los infantes (Ramey y Ramey, 1998; Raine et al., 2001). Ademas, los

programas de intervencion temprana, previenen o mejoran las deficiencias
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motoras y cognitivas en nifios prematuros o de bajo peso al nacer (Blauw-Hospers
et al., 2007), con sindrome de Down (Irwin, 1989) o con paralisis cerebral (Palmer

et al., 1990).

3.2 Efectos de los ambientes enriquecidos en el cerebro

Los primeros reportes sobre los efectos de los AE en el cerebro hicieron hincapié
en el aumento del peso total del cerebro y el engrosamiento de la corteza
(principalmente visual y somatosensorial) y el hipocampo de los roedores (Krech
et al., 1966; Walsh et al., 1969; Rosenzweig y Bennett, 1996).

Estudios mas minuciosos, comprobaron que el engrosamiento de la corteza se
debia al aumento de la complejidad de los arboles dendriticos de neuronas
piramidales de diferentes cortezas (Greenough et al., 1973). Los AE promueven el
aumento de ramas dendriticas basales, sobre todo de dendritas de orden superior
(mas alejadas del soma), y el aumento en el diametro de éstas (Greenough y
Volkmar, 1973; Rasin et al., 2011).

Los AE no sélo afectan a la morfologia de las neuronas, sino que influyen en la
formacién de nuevas espinas dendriticas y sinapsis.

La formacion y aumento en el numero de sinapsis en organismos expuestos a AE
se comprobd, por primera vez, gracias a la microscopia electronica (Turner y
Greenough, 1985). La presencia de botones multisinapticos que hacen contacto
simultdneo con espinas y/o dendritas (Jones et al, 1997), sugiere un incremento
tanto de sinapsis excitatorias como de sinapsis inhibitorias (Landers et al., 2011).
El incremento de sinapsis, causado por la exposicion a AE, se detecta mediante la

presencia de proteinas sinapticas como la sinaptofisina y la PSD-95 (ubicadas en
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la pre y postsinapsis, respectivamente) en la corteza y el hipocampo, pero no en el
cerebelo (Nithianantharajah et al, 2004; Kozorovitskiy et al., 2005).

Por otra parte, gracias a diferentes técnicas, entre ellas la tinciéon de Golgi, se sabe
que después de exponer a roedores a AE, el numero de espinas dendriticas y su
densidad aumentan considerablemente en comparacion a las espinas presentes
en roedores criados en condiciones estandar de laboratorio (Kolb et al., 2003;
Rasin et al.,, 2011). El aumento de espinas dendriticas no so6lo puede ser
observado en la corteza cerebral, sino en zonas importantes como el hipocampo,
sobre todo en la region CA1 (Moser et al., 1994). Ademas, Sutherland et al.
(2010), observaron que el hipocampo es importante para inducir cambios en la
arborizacién dendritica y el numero de espinas en la corteza. En primates, también
se observan cambios tanto en la arborizacion dendritica como en las espinas
dendriticas del hipocampo y la corteza prefrontal, por la exposicion a AE
(Kozorovitskiy et al., 2005).

Por otra parte, en el nucleo accumbens también aumentan las espinas dendriticas
gracias a los AE (Kolb et al., 2003), mientras que en el nucleo estriado aumenta la
presencia de espinas dendriticas ramificadas, lo que podria indicar el
remodelamiento de las conexiones sinapticas (Comery et al., 1996).

Estudios in vivo demuestran que la dinamica de las espinas, es decir, su formacion
y eliminacién, también aumenta en ratones expuestos a los AE (Trachtenberg et
al., 2002; Jung y Herms, 2012). La persistencia de espinas dendriticas recién
emergidas conlleva a la formacién de nuevas sinapsis (Trachtenberg et al., 2002;
Holmaat et al., 2008). Sin embargo, los mecanismos celulares involucrados en

estos procesos no se conocen totalmente. Algunos trabajos sugieren que cambios
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en la plasticidad hipocampal y el desarrollo acelerado de las neuronas en el giro
dentado, debidos a los AE, se relacionan con la expresion de genes implicados en
la estructura neuronal, sefializacion sinaptica, metilacién de ADN, activacion de
CREB (Petrosini et al, 2009; Rampon et al., 2000) y el incremento en la expresion
de receptores y factores neurotréficos como el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) (Liu et al., 2012). Ademas, tanto en el
hipocampo como en la corteza, la expresiéon de neurotransmisores como la
dopamina, acetilcolina, serotonina y glutamato, asi como la presencia de sus
receptores aumentan por los AE (Mora et al., 2007; Simpson y Kelly, 2011).

Los AE tienen efectos benéficos en modelos de enfermedades del neurodesarrollo
como el autismo, sindrome de Down, sindrome del X fragil (Reynolds et al., 2010;
Begenisic et al., 2011), y enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, la
corea de Huntington y el mal de Parkinson (Laviola et al., 2008). Ademas,
roedores expuestos previamente a los AE muestran una mejor ejecucién de tareas
conductuales como el laberinto de agua de Morris, campo abierto, laberinto
elevado en cruz y exploracién de un contexto novedoso (D’Hooge y De Deyn,
2001; Amaral et al, 2008; llin y Richter-Levin, 2009), sugiriendo un papel
importante de los AE en la plasticidad cerebral. Sin embargo, los mecanismos
implicados en la formacion de espinas dendriticas y sinapsis dependientes de los
AE no se conocen en su totalidad, por lo que esta tesis tuvo como objetivo
estudiar si los niveles de TSP-1 cambian en ratones expuestos a AE y si éste

cambio podria estar relacionado con la formacion de espinas dendriticas.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general
Conocer si la TSP-1 esta implicada en la formacién de espinas dendriticas en un

modelo de plasticidad dependiente de experiencia.

4.2 Objetivos especificos

Determinar si existe un cambio en los niveles de TSP-1 en la corteza y el
hipocampo de ratones C57BL/6J expuestos a ambientes enriquecidos.

Evaluar si niveles de TSP-1 correlacionan con un incremento en el numero de

espinas dendriticas después de la exposicién a ambientes enriquecidos.

5. Hipotesis
El incremento en el numero de espinas dendriticas que se observa en cerebros de
ratones expuestos a ambientes enriquecidos esta asociado a un aumento en la

expresion de la TSP-1.

6. Métodos y materiales
6.1 Sujetos
Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6J procedentes de la Facultad de
Psicologia, UNAM. Los ratones se destetaron a los 21 dias de edad y se
distribuyeron en dos diferentes grupos: experimental, expuestos a ambientes
enriquecidos (AE); y control, mantenidos en ambientes no enriquecidos (ANE) o

condiciones estandar de laboratorio. A partir del dia 28 de edad los ratones se
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criaron durante 5 semanas en cualquiera de las dos condiciones. Cada condicion
se realiz6 por triplicado.

Todos los animales se mantuvieron con agua y alimento ad libitum, en un ciclo luz-
obscuridad 12:12 hrs y temperatura ambiental de 20 °C + 1 °C. La manipulacion y
cuidado de los ratones siguieron las reglas establecidas en la Norma Oficial

Mexicana NOM-200-1999.

6.2 Procedimiento general

6.2.1 Ambientes enriquecidos

Ratones criados en ANE, se colocaron por pareja en jaulas estandar de laboratorio
con las siguientes medidas: 28x16x13cm (Figura 6A), mientras que los ratones
expuestos a AE se criaron en jaulas de acrilico con las siguientes medidas:
55x25x15cm (Figura 6B), en cada AE habitaban 4 ratones. Las jaulas utilizadas
para los AE se equiparon con una rueda para correr, juguetes (cubos de madera,
pelotas, resbaladilla, etc., de diferentes texturas y colores) y una manguera de
plastico flexible que simulé un tunel. La organizacion espacial en el interior de la
jaula se modifico tres veces por semana a traveés del intercambio de objetos, el
cambio de posicion de los tuneles y la rueda para correr, y la creacion de nuevas
estructuras con los objetos presentes en la jaula. Con la misma frecuencia, los
bebederos y la comida cambiaron de posicion dentro de la jaula de AE, y se
realizé la limpieza completa de la jaula, por lo que los ratones eran trasladados a
una jaula de acrilico diferente en la que siempre estuvo presente la rueda para
correr. Su estancia en esta jaula no fue mayor a 15 minutos en cada ocasion. Este

modelo de AE se valido previamente (Sztainberg y Chen, 2010).
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Una vez completadas las 5 semanas de AE todos los ratones (incluyendo a los
control), se sacrificaron y sus cerebros procesados para tincion de Golgi,

inmunohistofluorescencia e inmunoensayo de ELISA.

Fig. 6. Condicidn control y experimental. A) Jaula control (ANE) de
28x16x13 cm. B) Jaula experimental (AE) de 55x25x15 cm.

6.2.2 Tincion de Golgi

La tincibn de Golgi es una técnica histolégica, basada en la impregnacion
argéntica, que tifie preferentemente y de forma aleatoria a las neuronas en el
SNC. La sedimentacion de las sales de plata utilizadas en esta técnica, permiten
identificar la morfologia de la superficie neuronal, haciendo visibles a las espinas

dendriticas.
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Para realizar la tincién de Golgi los cerebros de los ratones expuestos a AE (n= 4)
y ANE (n= 4) se fijaron mediante una perfusion transcardial, dejando fluir
libremente solucion salina al 0.9% (pH= 7.4) seguida por paraformaldehido al 4%
(pH= 7.4) (PFA, Sigma Aldrich, Cat. 158127). Posteriormente, los cerebros se
extrajeron y se mantuvieron durante dos horas en PFA, para asegurar su fijacion
(Avila-Costa et al., 2006).

Pasadas las dos horas se retiraron los bulbos olfatorios y el cerebelo de cada
cerebro. Bloques de 3-4 mm se fijaron en soluciéon de Golgi conformada por:
dicromato de potasio al 3% (Electron Microscopy Sciences, Cat. 20100) vy
tetradxido de osmio al 0.3% (Electron Microscopy Sciences, Cat. 19100), en la que
permanecieron durante 7 dias a temperatura ambiente y en completa obscuridad.
Posteriormente, los bloques de cerebro se sumergieron en solucién de nitrato de
plata al 0.75% (Electron Microscopy Sciences, Cat. 21050) para su impregnacién
durante 24 hrs.

Por ultimo, el tejido se cortd (90 um), deshidraté con alcohol absoluto (J. T. Baker,
Cat. 19-900-03), aclar6 con esencia de clavo y xilol (Electron Microscopy
Sciences, Cat. 23400), se monté en portaobjetos y cubrié con Entellan (Merck
Millipore, Cat. 1079610100). Una vez montado, el tejido se secd a temperatura

ambiente durante 5 dias para su analisis posterior.

6.2.3 Analisis de espinas dendriticas
El analisis cuantitativo de las espinas dendriticas se realizé mediante imagenes

capturadas por una camara digital (Euromex-Holland) y un microscopio éptico (US
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MICRO 1V). Las imagenes capturadas se analizaron en el programa ImageFocus
v3.0 (Euromex Microscopes).

La cuantificacion de espinas dendriticas se realizd en dendritas apicales
secundarias de neuronas piramidales de la corteza (n= 216) y dendritas
secundarias de neuronas piramidales y granulares del hipocampo (n= 60). Para el
analisis, sélo se utilizaron las neuronas que mostraron impregnacién completa del
soma y sus dendritas, con separacion suficiente de otras células tenidas y sin
dafios aparentes en las dendritas. El niumero de espinas se cuantifico en
segmentos de 10 um de longitud ubicados a 10 um de distancia de la bifurcacion
de la dendrita primaria. Los resultados se expresaron como el numero de espinas

por 10 ym.

6.2.4 Inmunohistofluorescencia

La inmunohistofluorescencia es un procedimiento especializado que consiste en
una reaccion antigeno-anticuerpo hecha visible por la incorporacion de un
colorante fluorescente unido covalentemente al anticuerpo. Una vez hecha la
reaccion, se expone a la luz ultravioleta emitida por el microscopio para ser
evidenciado por el fenémeno de fluorescencia.

Para realizar la inmunohistofluorescencia se realizé una perfusion con solucién
salina al 0.9% (pH= 7.4), y posteriormente con PFA al 4% (pH= 7.4) (Sigma
Aldrich, Cat. 158127) para fijar los cerebros.

Rebanadas de 40 ym se permeabilizaron por 1 hora con PBS-triton X-100 al 0.2%
(Sigma Aldrich, Cat. X100 ) y bloqueados con PBS-albumina bovina al 5% (Sigma

Aldrich, Cat. A2153) por 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios
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TSP-1 (1:250, Santa Cruz Biotechnology, Cat. 59887) y GFAP (1:1000, Sigma
Aldrich, Cat. G4546), se incubaron por 24 horas a 4 °C, seguidos por la incubacion
de un anticuerpo fluorescente secundario (Alexa Fluor 488 y 594, Invitrogen, Cat.
A11008 y 1005) durante 2 horas.

Se utilizé6 un microscopio invertido con epifluorescencia para la captura de
imagenes. Las imagenes se capturaron en una camara digital y procesadas con el
programa Axio Vision (Zeiss).

La especificidad de la inmunorreaccion se controlé por la omision del anticuerpo

primario que resultd de la completa eliminaciéon de las sefales de fluorescencia.

6.2.5 Determinacion de Trombospondina-1. Ensayo por Inmunoabsorcién
Ligado a Enzima (ELISA)

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA, por sus siglas en inglés),
se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma
que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como
enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con
una enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente), la reaccion
antigeno-anticuerpo queda inmovilizada y, por tanto, es facilmente revelada
mediante la adicién de un substrato especifico que al actuar la enzima producira
un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un
espectrofotometro.

La enzima se une covalentemente a un anticuerpo especifico que reconoce a un
antigeno diana. Si el antigeno esta presente, el complejo enzima-anticuerpo se

unira a él, y el componente enzimatico del complejo enzima-anticuerpo catalizara
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la reaccion que generara el producto coloreado (Figura 7). Asi, la presencia del
producto coloreado indica la presencia del antigeno. La formacién del producto
(monitoreado como la intensidad del color) es proporcional a la concentracién de

la proteina de interés.

Substrato

I'T) Anticuerpo
unido a
enzima

Proteina
Blanco

Anticuerpo

Fig. 7. Inmunoensayo de ELISA. Representacion gréfica del uso de
anticuerpos en el inmunoensayo de ELISA (Modificado de MitoSciences,
2014).

En este trabajo, los niveles de TSP-1 se determinaron de homogenizados de
corteza e hipocampo de ratones expuestos a AE (n= 6) y ANE (n= 6). Las cortezas
y los hipocampos disectados se homogenizaron en un buffer RIPA compuesto por:
Tris-HCI (50mM) (J. T. Baker, Cat. 410301), NaCl (150mM) (Mallinckrodt, Cat.
7581), Triton X-100 (1%) (Sigma Aldrich, Cat. X-100), Desoxicolato de sodio
(0.5%) (Sigma Aldrich, Cat.D6750), Dodecil Sulfato de Sodio (0.1%) (J. T. Baker,
Cat. L050-07) e inhibidores de proteasas (Complete Mini (Protease inhibitor
cocktail) EDTA-free, Roche, Cat. 11836170001). EI homogenizado se centrifugo a

14000 rpm por 30 minutos a 4°C para separar la fraccion soluble. Los niveles de
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TSP-1 se determinaron inmediatamente por un inmunoensayo de ELISA (R&D
system, Cat. DTSP10-KIT), siguiendo las instrucciones del proveedor y se
midieron en un lector de microplatos iMark (BioRad).

Los niveles de TSP-1 se obtuvieron a partir de una curva estandar de
concentraciones conocidas de TSP-1 y los resultados se expresaron como ng/ml

(Garcia et al., 2010).

6.2.6 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos en este estudio se analizaron mediante la prueba t de Student
para muestras independientes con una p < 0.05 Para ello, se confirmd que los
datos tuvieran una distribucién semejante a la normal mediante las pruebas de
normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Los estadisticos descriptivos se

muestran como la media * error estandar (SEM).

33



7. Resultados
7.1 Ambientes enriquecidos
Los AE se acondicionaron en cajas de acrilico que contenian objetos con
diferentes texturas y formas, asi como una rueda para correr. Diversos cambios en
la conformacion espacial se realizaron tres veces por semana, en el mismo
horario, junto con la construccion de nuevas estructuras con los objetos. Estos
cambios estimularon en los ratones la exploracion espacial de sus cajas habitacion
y el reconocimiento de los objetos presentes.
Cada vez que se introdujeron objetos nuevos a su espacio, los ratones recorrian y
exploraban toda la jaula, a diferencia de los ratones control, que siempre se
mostraron mas pasivos. Ademas, de forma interesante, se observo que cada vez
que se realizaban los cambios en los AE, la actividad de los ratones en la rueda
para correr también incrementaba (Figura 8). Por otra parte, a lo largo del dia, los
ratones en AE se mostraban mas activos incrementando su conducta exploratoria
y movimientos motores.
Adicionalmente, se realizaron cambios en la localizacion de alimento y agua
dentro de la caja. El alimento se colocé en zonas en las que los ratones tenian
acceso solo si se manipulaban los objetos o se pasaba por los tuneles (simulados
con tubos de plastico flexibles). La exploracion constante de los ratones provoco,
por lo tanto, cambios adicionales en su entorno.
Los ratones de todos los grupos mostraron comportamiento afiliativo entre ellos.

No se observo alguna evidencia de pelea entre los ratones que compartian jaula.
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Fig. 8. Actividad en los ambientes enriquecidos. A) Ratones explorando el nuevo
espacio conformado por cambios en los objetos. B) Ratones en ambientes enriquecidos
antes de realizar cambios en las cajas.

7.2 Los ambientes enriquecidos favorecen la formacion de espinas
dendriticas en ratones C57BL/6J

Después de que los ratones fueran expuestos a los AE, se realizé una tincion
rapida de Golgi con el tejido cerebral. Bajo nuestras condiciones experimentales,
se observo que las neuronas tienen una buena calidad de impregnacion en los
cuerpos celulares y dendritas, incluyendo a las espinas dendriticas. La Figura 9
muestra el soma de una célula piramidal de la corteza de ratdn, se pueden
observar las dendritas apicales y basales cubiertas con espinas, una
magnificacion de la imagen se uso para demostrar las espinas dendriticas.

Se seleccionaron aleatoriamente dendritas apicales secundarias de neuronas

piramidales de la corteza y dendritas secundarias de neuronas hipocampales para
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realizar un analisis cuantitativo del numero de espinas dendriticas. Para simplificar
la representacion de los resultados el término de “espinas” se usa para describir a
todas las protuberancias que se extienden en 10 ym de largo, independientemente

de las caracteristicas morfoldgicas.

Figura 9. Tincion de Golgi. La Tinciéon de Golgi tifie preferentemente a las
neuronas, permitiendo visualizar a detalle su morfologia. Se muestra la
maghnificacidon de una dendrita con sus espinas (flechas).

Se observaron cambios en el niumero de espinas dendriticas en los ratones
expuestos a AE, particularmente, en la corteza cerebral (Figura 10) y el

hipocampo (Figura 11).

ANE
Figura 10. Los AE aumentan el nimero de espinas dendriticas
en la corteza. Dendritas de ratones criados en AE presentan un
incremento en el nimero de espinas comparadas con dendritas
pertenecientes a ratones criados en ANE. Cada microfotografia
esta acompafiada de su respectivo dibujo para visualizar mejor a
las espinas (flechas) (Barra de escala: 2 um).
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ANE
Figura 11. Los AE aumentan el nimero de espinas dendriticas
en el hipocampo. Dendritas de ratones criados en AE muestran
un mayor nimero de espinas que las dendritas pertenecientes a
ratones criados en ANE. Cada microfotografia estd acompafiada
de su respectivo dibujo para visualizar mejor a las espinas
(flechas) (Barra de escala: 2 um).

La cuantificacion de esta observacién demuestra que los ratones hospedados en
los AE tuvieron un incremento estadisticamente significativo en el numero de
espinas. En la corteza cerebral, se observd un incremento aproximado del 60%
(Figura 12), mientras que en el hipocampo el incremento fue de un 55% (Figura

13).

Corteza

==
o
1

-
L=
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No espinas dendriticas {10 pm)
on

ANE AE
Figura 12. Namero de espinas dendriticas en ANE y AE en la
corteza. Los ratones criados en AE tuvieron una media de
espinas dendriticas significativamente mayor (9.92+ 0.02) que
los ratones criados en ANE (6.21% 0.16) "t= -14.169, gl= 214,
p=0.0001. Las barras de error representan SEM.
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Figura 13. Numero de espinas dendriticas en ANE y AE en el
hipocampo. Dendritas pertenecientes a ratones criados en
ANE tuvieron una media de espinas significativamente menor
(4.7+ 0.3) que las dendritas de ratones criados en AE (7.26+
0.2) "t= -6.488, gl= 58, p= 0.0001. Las barras de error
representan SEM.

Estos datos en su conjunto confirman que los AE propician la formacién de nuevas

espinas tanto en la corteza como en el hipocampo de ratones criados en ellos.

7.3 Los ratones C57BL/6J expresan Trombospondina-1 en el cerebro

La expresion de TSP-1 en el cerebro, se detecté durante el desarrollo embrionario
y en ratones adultos (lruela-Arispe et al., 1993; Hoffman et al., 1994). Se considera
a los ratones como adultos, a partir de la semana 8 de edad (National Institutes of
Health, U.S., 2013). Con el fin de determinar si en ratones C57BL/6J de 4
semanas de edad se expresaba TSP-1 en las zonas de interés (corteza e
hipocampo), se realizé una inmunohistofluorescencia. En este trabajo, se observd
que ratones C57BL/6J expresan ampliamente TSP-1 en el neuropilo de la corteza
y el hipocampo. Particularmente, se pudo observar una notable expresién de

TSP-1 en el giro dentado hipocampal (Figura 14 A-B). Una doble
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inmunohistofluorescencia demostré que la TSP-1 era de origen glial, ya que se
observé una colocalizacién del marcador astroglial GFAP (Proteina Acida Fibrilar
Glial, por sus siglas en inglés) con TSP-1 (Figura 14C). Los resultados confirman

que la TSP-1 se expresa en células astrogliales de la corteza y el hipocampo.

Figura 14. Expresion de TSP-1 en cerebro de ratéon C57BL/6J. Doble
inmunofluorescencia con anti-TSP-1 (rojo) y anti-GFAP (verde). Los nucleos celulares se
marcaron con Hoechst (azul). A) La corteza y el hipocampo muestran una gran
expresion de TSP-1 en el cerebro (4x). B) La zona del hipocampo con mayor expresion
de TSP-1 es el giro dentado (20x). C) Un mayor acercamiento al tejido revela la
colocalizacién de TSP-1 vy astrocitos (63x).
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Debido a la alta expresion de TSP-1 que se observo en el cerebro de los ratones
C57BL/6J (Figura 14), los niveles de TSP-1 se cuantificaron por el inmunoensayo
de ELISA en la corteza y el hipocampo. Los valores arrojados por el lector de
ELISA se transformaron a su valor correspondiente a partir de una curva estandar
de concentraciones conocidas de TSP-1.

A pesar de que el hipocampo es una estructura pequefa comparada con la
corteza, los valores que se obtuvieron muestran que los niveles de TSP-1 fueron
significativamente mas altos en esta estructura (103.6+ 3.8 ng/ml), que los niveles
que se observaron en la corteza cerebral (87.93+ 2.6 ng/ml) (Figura 15) de los

ratones en ANE.

TSP-1 en cerebro
150 -

100

TSP-1 (ng/ml)
S

Cx Hp

Figura 15. Expresion de TSP-1 en cerebro. Los niveles de TSP-1
en ratones en condiciones control (ANE) fueron mas altos en
el hipocampo que en la corteza. Las barras de error
representan SEM. *t=-3.357, g/= 10, p= 0.007

Cx- Corteza. Hp- Hipocampo.
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7.3.1 Los ambientes enriquecidos incrementan los niveles de
Trombospondina-1 en la corteza de ratones C57BL/6J

Para corroborar si la TSP-1 participa en la formacion de espinas que se observo
en los cerebros de ratones expuestos a AE, los niveles de TSP-1 se determinaron
en la corteza y el hipocampo de los ratones expuestos a AE.

De acuerdo a los valores que se obtuvieron con el inmunoensayo de ELISA, las
cortezas de los ratones criados en AE mostraron un incremento en los niveles de
TSP-1 en comparacion con los valores observados en las cortezas de ratones
criados en ANE. El grupo en AE tuvo una media mas alta en los niveles de TSP-1
(118.7+£ 10.1 ng/ml) que el grupo en ANE (87.9+ 2.6 ng/ml) (Figura 16).

De acuerdo a la prueba t de Student, las diferencias entre los niveles de TSP-1
encontrados en cortezas del grupo en ANE vy las del grupo en AE son
estadisticamente significativas (t= -2.934, gl= 5.66, p<0.05). Estos resultados
sugieren que los AE producen un incremento en la expresion de TSP-1 en etapas
posteriores a las primeras semanas postnatales, lo que se podria relacionar con la

formacion de nuevas espinas dendriticas en la corteza.

41



Corteza

150-
*
—
T 100-
D
=
3“; 50
B 501
0- .
ANE AE

Figura 16. Expresion de TSP-1 en la corteza. Ratones
expuestos a AE presentan un incremento estadisticamente
significativo* en la expresion de TSP-1 en comparacion con el
grupo en ANE. Las barras de error representan SEM. *t= -
2.934, g/=5.66, p=0.03

7.3.2 Los ambientes enriquecidos no producen cambios significativos en los
niveles de Trombospondina-1 en el hipocampo

Los resultados de este trabajo muestran que existe un incremento en el numero de
espinas dendriticas en el hipocampo, después de que los ratones son expuestos a
AE (Figuras 11 y 13). Ademas, se detectaron altos niveles de TSP-1 en el
hipocampo (Figura 14). Con el objetivo de determinar si la formacién de espinas
en el hipocampo dependiente de AE (Figura 13) se relacionaba con un incremento
en la expresion de TSP-1, los niveles de esta proteina se determinaron en el
hipocampo de ratones expuestos a AE.

Los valores encontrados mostraron que no existe un incremento significativo en
los niveles de TSP-1 en los hipocampos de ratones expuestos a AE (105.2+ 1.4

ng/ml) en comparacién con los observados en el grupo de ratones en ANE (103.6+
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3.8 ng/ml) (Figura 17), sugiriendo que en el hipocampo otras proteinas podrian

estar involucradas en la formacion de espinas dendriticas dependiente de AE.

Hipocampo
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Figura 17. Expresion de TSP-1 en el hipocampo. Ratones
expuestos a AE no presentan un incremento estadisticamente
significativo en la expresiéon de TSP-1 en comparacién con el
grupo en ANE. Las barras de error representan SEM. t=-0.408,

gl=5.66, p= 0.697
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8. Discusion

Investigaciones anteriores demuestran que organismos expuestos a AE sufren
cambios en la morfologia gruesa de sus neuronas. Los AE promueven el aumento
en la complejidad y longitud de los arboles dendriticos, y el engrosamiento de las
dendritas (van Praag et al., 2000). Por lo tanto, estructuras como la corteza y el
hipocampo aumentan su grosor (Walsh et al., 1969; Rosenzweig y Bennett, 1996;
van Praag et al., 2000). Adicionalmente, los AE inducen el incremento en el
numero de espinas dendriticas y sinapsis en diferentes estructuras cerebrales
(Comery et al.,, 1996; Landers et al., 2011). Las espinas dendriticas estan
formadas principalmente de filamentos de actina y cuentan con la maquinaria
biolégica necesaria para hacer de éstas estructuras plasticas (Koleske, 2013). En
consecuencia, las espinas dendriticas son capaces de responder a los estimulos y
a su propia actividad sinaptica cambiando su morfologia o incluso desapareciendo
(Bastrikova et al., 2008). Ademas, se forman nuevas espinas dendriticas como
consecuencia de la propia actividad del organismo (Eadie et al., 2005; Yang et al,
20009).

En este trabajo, se observd que la exposicidon de ratones C57BL/6J a AE
promueve la formacidn de nuevas espinas dendriticas en la corteza y el
hipocampo, incrementando el numero de espinas presentes en estas estructuras,
en comparacion con los ratones criados en ANE.

En la corteza, el incremento en el nUmero de espinas fue mayor que el incremento
que se observo en el hipocampo. El numero de espinas dendriticas presente en la

corteza, podria relacionarse con el procesamiento complejo de informacién que se
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lleva a cabo en esta estructura (Ballesteros-Yanez et al., 2006). La gran cantidad
de espinas dendriticas presente en la corteza, refleja el numero de entradas
excitatorias integradas en esta estructura cerebral (Elston, 2000, 2002). Un
incremento en el numero de entradas excitatorias causado por la estimulaciéon en
los AE, causaria a su vez, un incremento en el numero de espinas en las dendritas
(Jung y Herms, 2012; Koleske, 2013). Adicionalmente, el hipocampo juega un
papel importante al inducir cambios plasticos dependientes de experiencia en la
corteza cerebral. La lesién unilateral del hipocampo produce un menor incremento
de espinas dendriticas en la corteza ipsilateral, después de los AE (Sutherland et
al., 2010), sugiriendo una interaccion sinaptica entra ambas estructuras.

La TSP-1, una proteina de matriz extracelular con actividad espinogénica y
sinaptogénica, se localiza en tejido adulto, principalmente en las capas profundas
de la corteza y en el hipocampo, donde la presencia de TSP-1 es mayor y se
detecta especialmente en la capa granular, sobre todo del giro dentado (Hoffman
et al., 1994). Los resultados de este trabajo concuerdan con los trabajos de
Hoffman et al (1994), demostrando que el cerebro de los ratones tiene una
expresion diferenciada de TSP-1 desde la semana 4 de edad.

En el SNC, el pico mas alto de expresion de TSP-1 se detecta en el desarrollo
postnatal temprano (primeras tres semanas) (Risher y Eroglu, 2012;
Christopherson et al., 2005), lo que coincide con el periodo de mayor formacién de
espinas dendriticas y sinapsis. Sin embargo, en etapas posteriores, la sintesis y
secrecion de TSP-1 pueden aumentar y de esta forma participar en la generacion
de nuevas sinapsis en procesos de remodelacion funcional del sistema nervioso

(Hoffman y O’Shea, 1999; Liauw et al., 2008). En este trabajo se observé que el
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hipocampo, a pesar de ser una estructura de menor tamafno que la corteza
cerebral, presenta mayores niveles de TSP-1 con respecto a la corteza. Esta
expresion diferencial entre ambas estructuras, también se observa en
neurotrofinas como el BDNF, NT-3 y NGF. Teniendo ademas, una expresion
diferencial de éstas durante el desarrollo y la edad adulta (Maisonpierre et al.,
1990), lo que sugiere ventanas temporales diferenciadas en procesos de
maduracién y plasticidad en diversas estructuras del SNC.

Los mecanismos celulares asociados a la formacion y estabilizacion de espinas
dendriticas dependiente de experiencia, no se conocen en su totalidad, por lo que
este trabajo tuvo como objetivo analizar si la TSP-1 participa en estos procesos.
Para ello, los niveles de TSP-1 se analizaron en los cerebros de ratones C57BL/6J
después de ser expuestos a AE. Los resultados de este trabajo demuestran la
expresion diferencial de TSP-1 en cerebros de ratones expuestos a AE.
Particularmente, en la corteza los niveles de TSP-1 aumentaron
significativamente, mientras que en el hipocampo no hubo un incremento
significativo de esta proteina, a pesar de que en ambas estructuras se observo un
incremento en el numero de espinas dendriticas.

El incremento en el numero de espinas dendriticas en la corteza, después de los
AE, podria estar relacionado con el aumento en los niveles de TSP-1 en la corteza
inducido por este modelo conductual. En este caso, la TSP-1 podria contribuir a la
formacion de espinas mediante vias de sefializacién dirigidas al citoesqueleto
(Garcia et al., 2010) y a la estabilizacién de las nuevas espinas facilitando la

sinaptogénesis mediante la alineacion de los componentes de la pre y
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postsinapsis (axdén y espina, respectivamente) (Liauw et al.,, 2008), y el
reclutamiento de proteinas sinapticas (Ehlers, 2005).

Ademas, en la corteza cerebral adulta, se expresan principalmente genes
relacionados a procesos asociados con la funcidén neuronal y sinaptica (Pletikos et
al., 2014). Cambios en la expresion de genes involucrados en la formacién de
nuevas espinas y sinapsis, después de los AE, se han reportado (Rampon et al.,
2000). Por ejemplo, aumenta la expresién de cortactina, proteina asociada a
citoesqueleto de actina, y la PSD-95, proteina asociada a la densidad
postsinaptica (Rampon et al., 2000), lo que demuestra una alta sensibilidad de la
corteza cerebral a la estimulacién ambiental.

El numero de espinas dendriticas dentro de la corteza cerebral puede variar entre
la corteza motora, somatosensorial y visual, siendo la corteza motora la que mas
espinas dendriticas presenta (Ballesteros-Yanez et al., 2006). Estas diferencias
podrian deberse a una expresion diferenciada de TSP-1 en cada una de las
cortezas. Estudios sobre la expresiéon de TSP-1 en diferentes areas de la corteza
son necesarios para conocer el papel de la TSP-1 dentro de esta estructura.

En el caso del hipocampo, los resultados demuestran que los niveles de TSP-1,
después de que los ratones fueran expuestos a AE, no incrementaron
significativamente, a pesar de haber un aumento en el numero de espinas. Este
resultado podria deberse a que en el hipocampo la formacién de espinas podria
estar asociada a otros mecanismos. Estudios recientes reportan que en células
hipocampales, la TSP-1 acelera la formacion de sinapsis (Xu et al., 2010), lo que
podria relacionarse con el aumento en el numero de espinas (éstas son el

principal sitio de contacto sinaptico excitatorio en el cerebro) que se observa en los
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ratones expuestos a AE. La TSP-1 en el hipocampo podria ser una proteina
involucrada en la formacion de las espinas, pero no en el mantenimiento de las
mismas. Sin embargo, es plausible que otras TSPs participen en la formacion de
espinas y sinapsis durante la exposicién a AE, ya que todas tienen actividad
sinaptogénica (Risher y Eroglu, 2012). Particularmente la TSP-2 y la TSP-4
podrian estar involucradas en la formacién de espinas, ya que la TSP-2 parece
trabajar junto con la TSP-1 (Liauw et al., 2008), y la TSP-4 es la TSP mas
abundante en el SNC en etapas tardias del desarrollo (Arber y Caroni, 1995). En
el hipocampo, la TSP-4 se expresa principalmente en las células granulares del
giro dentado, y las células piramidales de las regiones CA1, CA2 y CA3 (Arber y
Caroni, 1995). Del mismo modo, existen otros factores que podrian contribuir a la
formacion y mantenimiento de espinas en el hipocampo, ya que después de la
exposicion a AE, existe un incremento en la expresion de factores neurotroficos
como el BDNF, neurotrofina-3 (NT-3) y factor de crecimiento nervioso (NGF, por
sus siglas en inglés) (Torasdotter et al., 1998; Ickes et al., 2000; Simpson y Kelly,
2011). EI BDNF, ademas, correlaciona significativamente con la formacion de
espinas promovida por los AE en el giro dentado (Stranahan, A., 2011). Asimismo,
la ausencia de 6xido nitrico en el hipocampo, previene la formacion de espinas
inducida por los AE en ratones (Nikonenko et al., 2013).

Por otra parte, en el hipocampo, la generacion de nuevas neuronas continua en
etapas postnatales, especialmente en el giro dentado (Kuhn et al.,, 1996) y es
promovida por la actividad fisica en los AE (Kempermann et al., 1998; van Praag
et al., 2000). Recientemente, se demostré que la TSP-1 participa en procesos de

proliferacion y diferenciacion de células progenitoras neurales (Lu y Kipnis, 2010).
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Existen fallas en la neurogénesis en ratones deficientes de TSP-1 (TSP-17), la
cual es restablecida mediante la adicion de TSP-1 a cultivos celulares TSP-17" (Lu
y Kipnis, 2010). Por lo tanto, la TSP-1 en el hipocampo, podria participar en la
neurogénesis inducida por los AE mas que en los procesos de espinogénesis y
sinaptogénesis dependientes de experiencia. Estudios sobre la expresion de la
TSP-1 en diferentes ventanas temporales durante la exposicion a AE, ayudarian a
dilucidar qué papel juega la TSP-1 en procesos de plasticidad cerebral
dependiente de experiencia y en qué momento de estos procesos se da su
expresion mas alta.

En humanos, existen deficiencias en TSP-1 y anomalias en las espinas
dendriticas en el sindrome de Down (Marin-Padilla, 1976; Garcia et al., 2010).
Diversos modelos animales de este sindrome muestran deficiencia en la presencia
de espinas dendriticas delgadas y de hongo (Belichenko et al., 2004; Haas et al.,
2013), que se relacionan con procesos de aprendizaje y memoria, asi como
deficiencias en la densidad sinaptica del hipocampo (Kurt et al., 2004). En
consecuencia, la deficiencia de la expresion de TSP-1, en el sindrome de Down,
podria estar involucrada en la anomalia de las espinas dendriticas y en los déficits
cognitivos presentes en este sindrome.

Finalmente, modelos animales del sindrome de Down también se benefician de la
exposicion a AE. Mejorias en la plasticidad sinaptica, habilidades motoras y
cognitivas (Martinez-Cué et al., 2002; Begenisic et al., 2011) se reportan en estos
modelos, después de la exposicion a los AE. Ademas, programas de intervencién
temprana en pacientes con sindrome de Down mejoran las habilidades cognitivas

de estas personas (lrwin, 1989). Las mejorias observadas tanto en modelos
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animales, como en pacientes con sindrome de Down, podrian deberse a una
estimulacién de la espinogénesis que conlleve a un fortalecimiento de los
contactos neuronales.

Este trabajo permite el acercamiento a un mejor entendimiento de los mecanismos
involucrados en procesos de plasticidad dependiente de experiencia que
permitiran desarrollar nuevas estrategias y programas de intervencién que ayuden
a mejorar los déficits cognitivos presentes en el sindrome de Down y otras

patologias del neurodesarrollo.

9. Conclusiones

En los ultimos afos, la TSP-1 se ha estudiado como un factor espinogénico y
sinaptogénico en el SNC. Su participacion en procesos plasticos, como la
recuperacion de conexiones o tractos nerviosos dafados, sugirié su participacion
en procesos de plasticidad cerebral dependientes de experiencia. Con base en los
resultados de este trabajo, podemos concluir que: 1) la TSP-1 participa en
procesos de plasticidad estructural o morfolégica dependiente de experiencia en la
corteza de ratones C57BL/6J, 2) la formacion de nuevas espinas dendriticas en la
corteza cerebral, promovida por los AE, podria ser dependiente de TSP-1, y 3) en
el hipocampo, otros factores con actividad espinogénica podrian estar
involucrados en la formacién de espinas dependiente de AE.

Los procesos de plasticidad dependiente de experiencia dan lugar a fendmenos
como el aprendizaje y la memoria. Estudios encaminados a dilucidar los

mecanismos activados por la TSP-1 para la formacion de espinas dependiente de
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experiencia, contribuiran al conocimiento y entendimiento del funcionamiento de la
TSP-1 en este proceso de plasticidad, y ayudaran a entender los mecanismos
afectados en la patologia de las espinas dendriticas que dan lugar a las

afectaciones cognitivas como las observadas en el sindrome de Down.
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