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RESUMEN

La activacion de la neurotransmision glutamatérgica en el hipocampo se
ha relacionado con procesos cognoscitivos como el aprendizaje y la memoria
de referencia espacial. Tales contactos postsinapticos excitatorios en su
mayoria se establecen en las espinas dendriticas de las estirpes neuronales
del circuito trisinaptico hipocampal. Varios estudios han demostrado que
activacion de los receptores para glutamato median varios procesos fisiologicos
tales como diferenciacion y migracion neuronal, y la formacion de circuitos
neuronales en el Sistema Nervioso Central. Adicionalmente, los receptores
para glutamato estan estrechamente relacionados con los efectos excitotdxicos
producidos por la administracion de altas concentraciones de glutamato
monosoédico (GMS) a edades tempranas. Datos experimentales han mostrado
que la administracion subcutanea de GMS a los dias 1, 3, 5 y 7 postnatal
produce en el adulto alteracion en la expresién de las subunidades proteicas
NR1, NR2A y NR2B asi como NR2C y NR2D del hipocampo. Por otra parte se
han reportado modificaciones en la citoarquitectura de neuronas piramidales
del campo CALl del hipocampo producidas por la administracion de GMS a
edades temprana asi como deficiencias en la adquisicion y recuperacion de
informacion espacial. En objetivo del presente trabajo fue caracterizar la
citoarquitectura de las neuronas del circuito trisinaptico hipocampal de la rata
adulta. Se administro una soluciéon acuosa de 4mg/g de peso de GMS a un
grupo ratas macho Sprague/Dawley los dias 1, 3, 5 y 7 postnatal. Un grupo
control fue tratado con una solucién acuosa de NaCl 1.37 mg/g. Un grupo no
tratado constituyd el grupo testigo. Nuestros resultados muestran incremento
en el numero de bifurcaciones en las neuronas granulares del giro dentado.
Estos resultados sugieren al efecto que tiene el glutamato sobre procesos de
remodelacion compensadores de la excitabilidad neuronal exacerbada, y, un
mayor numero de espinas dendriticas delgadas en neuronas piramidales del
campo CA1 del hipocampo pudiera ser el resultado de la hiperexcitabilidad
neuronal. En el analisis correspondiente a la excrescencias espinosas del

campo CA3 del hipocampo no se encontraron diferencias significativas.



INTRODUCCION

El Sistema Nervioso Central (SNC), es un conjunto de estructuras
funcionalmente especializadas para recibir, procesar e integrar informacion
obtenida tanto del medio externo como interno. El cerebro es un dérgano
conformado por neuronas; la neurona es considera la unidad tanto anatémica
como funcional del sistema nervioso y es a través de ésta que ocurre la
propagacion e integracion de informacion eléctrica dentro de un circuito neural.
Las neuronas son ceélulas nerviosas asimétricas que se caracterizan por tener
tres componentes macroestructurales: un soma, un axén y un gran numero de
prolongaciones citoplasmaticas conocidas como dendritas a través de las
cuales el flujo de informacién eléctrica circula de neurona a neurona y a otras
células excitables a través de la sinapsis. La sinapsis es definida como aquella
zona identificada como el sitio de comunicacion interneuronal que permite el
flujo de informacion en los circuitos del cerebro (Foster, 1897). La sinapsis esta
constituida por un componente presinaptico axonal y un postsinaptico que
mayoritariamente lo constituyen las dendritas y generalmente tal informacion
fluye en una sola direccion. EI componente presinptico esta representado por
terminales nerviosas que contienen vesiculas membranosas que liberan la
sustancia neurotransmisora implicada en respuesta a la generacion de un
potencial de accion en la terminal presinaptica. A través de estas vesiculas, las
moléculas del neurotransmisor difunden de las hendidura sinaptica donde
posteriormente se unen de manera especifica a receptores que se encuentran
en la membrana del elemento postsindptico. EI componente postsinaptico
puede estar localizado directamente en las dendritas o0 pequefias
protuberancias que emergen de ellas, las llamadas espinas dendriticas
(Bonhoeffer and Yuste; 2002). El resultado de lo anterior es la generacion de
un potencial sinaptico en la neurona postsinaptica y el tipo de receptor activado
dicta la respuesta de la neurona. (Sommer et al., 1992).

Los aminoacidos que tienen actividad neurotransmisora son los mas
abundantes y mas ampliamente distribuidos en las distintas regiones del SNC
(Genoux y Montgomery, 2007). Por su accién en la neurona postsinaptica, son
agrupados en aminoacidos inhibidores GABA y glicina, y aminoacidos

excitadores, como glutamato y aspartato. En el SNC, la mayoria de las sinapsis



excitadoras son glutamatérgicas (Sommer et al., 1992.). Tales contactos
excitadores ocurren en el boton axonal ya sea terminal o de paso y en un
compartimiento postsinaptico altamente especializado, la espina dendritica
(Costa et al., 1979.).

El glutamato, es un aminoacido no esencial que no cruza la barrera
hematoencefélica y de esta manera no puede ser suministrado al cerebro por el
sistema circulatorio. En cambio, es sintetizado a partir del metabolismo
energético de la glucosa via el ciclo de Krebs y transaminacion de
a-oxoglutarato y también a partir de la glutamina que es sintetizada en células
gliales; la glutamina es transportada a la terminal nerviosa y localmente es
convertida por la glutaminasa a glutamato. El glutamato que se encuentra
contenido en la terminal nerviosa es almacenado en vesiculas sinapticas y
liberado de la terminal nerviosa por un proceso exocitotico dependiente de
calcio (Ca*?) en respuesta a un impulso nervioso (Cooper et al., 2003; Figura
1).
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Figura 1.- Diagrama que muestra el acoplamiento metabdlico
neurona-glia. Modificado de: Magistretti et al., 1999.

Fisiolégicamente, en la gran mayoria de las sinapsis excitadoras el
glutamato enddgeno ejerce sus efectos postsinapticos a través de dos familias



de receptores de membrana: los receptores ionotropicos y los receptores
metabotropicos. Los receptores ionotrépicos se encuentran acoplados a
canales que son permeables a cationes tales como el K*, Na" y Ca™; la
permeabilidad relativa a estos cationes varia de acuerdo a la familia y a la
composicion de las subunidades del receptor (Hollman y Heinemann, 1994). En
relacion a lo anterior, estudios moleculares han confirmado que hay al menos
tres tipos de receptores ionotropicos, los AMPA (acido propionico a-amino—
3hidroxi-5-metil-4-isoxazol), los kainato y los NMDA. De estos, tanto los
receptores AMPA como los kainato se encuentran mediando el potencial
postsinaptico excitador rapido (EPSP). Estos receptores se encuentran
asociados principalmente a canales idnicos altamente permeables a los iones
Na®, K’y presentan baja permeabilidad al Ca*™. Por su parte, el receptor NMDA
es un receptor ionotrépico acoplado a un canal altamente permeable a Ca™
que se encuentra blogueado por el i6bn Mg™ bajo condiciones de reposo
(Dickenson, 2001) y es liberado hacia fuera del canal por un mecanismo
dependiente de voltaje (Lambe et al., 1998). Tras la estimulacion sinptica se
incrementa la permeabilidad del canal al ion Ca™" y por lo tanto, el incremento
de la concentracién de este en la neurona postsinaptica. Al respecto, hay
diversos procesos fisiolégicos en los que el Ca*™ que entra a través de este
receptor participa; interviene de manera preponderante en el desarrollo
cerebral y en algunas formas de plasticidad sinaptica. En relacion a este ultimo,
algunos autores lo han asociado a eventos mas lentos y prolongados tales
como la depresion a largo y plazo (LTD) y la potenciacion a largo plazo (LTP)
(Bliss y Collingridge, 1993), considerados estos como fendmenos subyacentes
a procesos mas complejos como la memoria y el aprendizaje (Maren y Baudry,
1995; Asztely y Gustafsson 1996).

Por su parte, los receptores metabotropicos -de los cuales se han
descrito hasta ahora ocho tipos diferentes (MGIuR;-mGIuRg)- se encuentran
acoplados a proteinas G. Sus mecanismos de accion son dependientes de la
movilizacién de los iones Ca*? del reticulo endoplasmico por la formacion de
trifosfato de inositol (Hille, 1992). Estos receptores han sido divididos en tres
grupos: el grupo I incluye los mGIuR1 y mGIuR5, los cuales activan la via de la
fosfolipasa C y se esncuentran anclados a la membrana postsinaptica; el grupo

Il incluye a mGIuR2 y mGIuR3, y el grupo Ill que incluye a los mGIuR 4,



MGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8, los cuales estan acoplados negativamente a
adenilato ciclasa para la formacion de AMPc; (Conn and Pin, 1997). De lo
anterior, evidencias experimentales indican que los mGIuR miembros de la
familia | se encuentran localizados principalmente en el componente
postsinaptico, mientras que los miembros de la familia Il y Il se encuentran
expresados principalmente en el elemento presindptico donde sirven como
autoreceptores y  heteroreceptores  regulando  negativamente la

neurotransmision glutamatergica (Conn and Pin 1997; Figura 2).

Receptor Subunit Types

lonotropic Metabotropic

NMDA AMPA Kainate Group | Group I ~ Group
NR1 GluR1 GluRS mGIwR1 a-b-c-d mGluR2 mGluR4 o-b
NR2 A-8-C-D GluR2 GluRé mGIluRS o-b mGluR3 mGluRé

NR3 A-B GluR3 GluR7 mGluR7 a-b
GluR4 KA1 mGluR8 o-b
KA2

Figura 2.- Imagen que ilustra la localizacion en la membrana
plasmatica de los receptores a glutamato. Tomado de:
www.chrisparsons.de/Chris/images/Book%20Cover.jpg

El glutamato es un aminoacido fundamental para el funcionamiento
normal del SNC; participa en un gran nimero de procesos neurales tales como
la diferenciacion y migracion neuronal, asi como la génesis axonal en el

sistema nervioso en desarrollo. En el sistema nervioso maduro este aminoacido
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es parte central de fendmenos tales como la neuroplasticidad y de procesos
psicobiolégicos tales como la memoria y el aprendizaje (Hille, 1992). Cuando
hay liberacion de altas concentraciones de glutamato a la hendidura sinaptica
se produce una excesiva activacion de sus receptores presentes en la
membrana postsinaptica, lo cual a su vez produce un incremento en la
concentraciéon de Ca* intracelular que excede la capacidad reguladora de la
célula (pérdida de la homeostasis celular), lo que puede dafiar y eventualmente
matar a las células blanco via un proceso referido como excitotoxicidad (Choi,
1988; Wollmuth y Sakmann, 1998; Michaelis y Rothman, 1990; Hartley et al.,
1993; Cooper et al., 2003; Coyle y Morrison, 2002). El termino “excitotoxicidad”,
ha sido definido como un mecanismo de dafio neuronal que esta directamente
relacionado con la disfuncion de la sinapsis excitadoras (Jonhston et al., 2002).
Este fendmeno fue primero descrito por Lucas y Newhouse en 1957, quienes
reportaron que al administrar glutamato monosdédico (GMS) subcutdneamente
a ratones neonatos producia degeneracion neuronal en la capa mas profunda
de la retina (Lucas y Newhouse, 1957). Posteriormente Olney confirmé que el
glutamato y compuestos analogos administrados sistémicamente ejercen su
efecto neurotéxico cuando son administrados en individuos inmaduros que no
poseen una barrera hemanoencefalica bien desarrollada (Olney, 1997, 1978;
Weindl, 1973; Ullensvang et al.,, 1997). Olney también encontr6 en sus
experimentos que la toxicidad inducida por glutamato esta acompafiada por
edema celular, el cual es mas marcado cerca de los componentes
dendrosomales de neuronas que se sabe contienen receptores al aminoacido
(Olney, 1978). Desde esta descripcion, el fendmeno de excitotoxicidad se ha
visto como la via comun de muerte neuronal durante estados de hipoxia e
isquemia perinatal, choque hipoglucémico, traumatismos craneocéfalicos,
epilepsia y desordenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer
y esquizofrenia (Cline et al., 1987; Doi et al., 2000; Meadorf-Woodruff and
Healy 2000).

Hay hipétesis en las que se ha aceptado de manera general que el
receptor NMDA de glutamato participa de manera importante en ciertos
aspectos de la toxicidad, posiblemente porque presenta alta permeabilidad al
iobn Ca™ (Figura 3).
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Glutamato

KA AMPA NMDA Metabotropicos
Activacion del Activacion del
receptor receptor
Entrada de Entrada de Movilizacion
Na'y Ca™™ Na'y Ca™™ de Ca™”

Elevacioén intracelular

de Ca™
Entrada de agua y Activacion de eventos
Cr dependientes de Ca™
Edema neuronal Dafio a funciones y

Estructuras neuronales

Muerte neuronal

Figura 3.- Imagen esquematica de la cascada excitotdéxica mediada por
la actividad del glutamato. Modificado de: Bittigau and Ikonomidou, 1997.

A concentraciones fisioldgicas, el ion Ca’™ es un mensajero intracelular
gue participa de manera importante en procesos celulares como la
diferenciacion y crecimiento neuronal, la excitabilidad de la membrana, la
exocitosis y la actividad sinaptica. Por su parte, las neuronas poseen
mecanismos homeostaticos especializados que les permiten regular de manera
muy sutil las concentraciones de Ca*" intracelular, entre los cuales se incluye la

presencia de bombas que participan en la entrada y salida de este ion,
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sistemas amortiguadores para calcio y sistemas de almacén para tal i6n
(Arundine and Tymianski, 2003). Derivado de lo anterior, cuando hay
concentraciones elevadas de Ca'" en el interior de las células de tal magnitud
gue exceden su capacidad reguladora, se produce la activacion inapropiada de
procesos dependientes de calcio entre los que se encuentran la reactivacion de
enzimas (proteasas, lipasas, endonuclesas) y otros procesos metabdlicos que
directamente dafian a las neuronas, o bien; se produce la formacion de
reacciones toxicas que causan la muerte celular (Sattler and Timianski, 2000).

La base de la citoarquitectura hipocampal son las nheuronas
glutamatérgicas. Estas células principales (células granulares y piramidales)
representan el 90% de las neuronas hipocampales; el 10% restante de las
células hipocampales son las interneuronas GABAérgicas, las cuales
representan la red neuronal que controla y regula a las neuronas
glutamatérgicas (Freund and Buzsaki, 1996). Con base en lo anterior, mediante
estudios electrofisioldgicos se ha podido establecer que las aferencias de la
corteza entorrinal al hipocampo establecen contactos sinapticos con neuronas
hipocamaples mediados por las fibras de la via perforante (Nadler et al., 1976),
por lo que se ha considerado al glutamato como un neurotransmisor importante
para la fisiologia de esta region cerebral (Hille, 1992).

El hipocampo es una estructura subcortical localizada dentro de un anillo
de arquicorteza que rodea al sistema ventricular y que es conocido como
corteza limbica. En la rata se encuentra localizado dorsoventralmente en un eje
septo-temporal que, en su porcién dorsal, se extiende desde el septum hasta la
parte caudal de la amigdala, centralmente. Es una estructura enrollada sobre si
misma en ambos hemisferios, cuyo eje longitudinal va desde el polo septal al
polo temporal y su eje transverso esta definido como el plano perpendicular al
eje longitudinal (Noback and Demarest, 1975; Witter, 1989; Figura 4)

En el primate la orientacion del hipocampo es diferente al de los
roedores. El hipocampo posterior en primates corresponde al hipocampo dorsal
de la rata y el hipocampo anterior corresponde al hipocampo ventral (Amaral,
1987).
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Figura 4.- Imagen que muestra la organizacion tridimensional del
hipocampo de la rata y estructuras relacionadas. Abajo, se muestran tres
secciones coronales con sus respectivas coordenadas en un sentido
anteroposterior. CAl, CA2, CA3: Campos de Cuerno de Ammon 1-3;
DG: Giro dentado; EC: corteza entorrinal; f: fornix; s: polo septal del
hipocampo; S: subiculo; t: polo temporal de hipocampo. Tomado de:
Amaral and Witter, 1995.

En el hipocampo se distinguen tres regiones bien diferenciadas: 1) el
cuerno de Ammoén o hipocampo propiamente dicho, que incluye los campos
CA1-CA3 formados por una hilera continua de neuronas piramidales
glutamatérgicas; 2) el Giro Dentado (GD), formado por una hilera de neuronas
granulares que igualmente utilizan glutamato como neurotransmisor; y 3) la
region hilar, formada por células polimérficas también glutamatérgicas.

En todas las regiones del hipocampo se encuentran, ademas,
interneuronas inhibitorias de naturaleza GABAérgica, en las que coexisten
neuropeptidos. En CAL existen tres tipos de interneuronas GABAEérgicas: las
interneuronas oriens/alveus, las lacunoso/moleculares (ambas nombradas asi
con base a su localizacion) y las células en canasta localizadas en el nivel de la
capa de somas de las células piramidales. En el giro dentado existen tipos

analogos a los de CAL.
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La topografia basica de los subcampos hipocampales es muy similar;
todos consisten de una capa de alrededor de 50 um de espesor constituida por
somas neuronales cuyas dendritas apicales se extienden a través de una zona
denominada estrato radiado de aproximadamente 320 um de espesor, hasta el
estrato lacunoso—molecular de alrededor de 100 um de espesor; por su parte,
las dendritas basales de tales neuronas piramidales invaden el estrato oriens,
cuyo espesor es de aproximadamente 120 um. De manera general, la neurona
piramidal constituye la gran mayoria de neuronas en la capa piramidal. Se
caracteriza por tener dendritas basales que se extiende en el estrato oriens y
una dendrita apical que se extiende a la fisura hipocampal. Por su parte, las
neuronas piramidales de CA3 varian consistentemente tanto en su longitud
COMO en su organizacion, lo cual esta relacionado con su posicién a lo largo del
eje transverso. Neuronas en la parte proximal, cercanas el GD, tienen un arbol
dendritico de aproximadamente 10um de longitud total, mientras que, neuronas
en la parte distal, tienen un arbol dendritico mas largo de aproximadamente
16um de longitud total (Witter and Amaral, 2004). Finalmente, las neuronas de
CA1l tienen un arbol dendritico de aproximadamente 13.5um de longitud
(Ishizuka et al., 1995; Figura 5).

,\,’

ilaim ‘.‘.‘ 3 '

Figura 5.- Imagenes representativas de células del hipocampo
impregnadas con la técnica de Golgi. A) neurona piramidal del campo
CA3 del hipocampo; B) neurona piramidal del campo CAl del
hipocampo. Escala: 100 pym.
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El GD comprende tres capas a través de las cuales podemos encontrar
dispuestas sus células principales, las células granulares; 1) la capa granular
gue contiene un paquete denso de somas de las células granulares; 2) la capa
molecular que esta formada por las dendritas apicales de las células granulares
y sus fibras aferentes; 3) la capa polimorfa, que se encuentra en el hilus del
giro dentado y tiene una gran variedad de tipos celulares; esta constituida por
segmentos de axones de las células granulares y células en canasta.

Las células granulares forman la mayoria de las células de el GD. Se
caracterizan por tener un cuerpo celular pequefio de aproximadamente 10 um
de didmetro, un arbol dendritico unipolar y variaciones significativas en la
longitud dendritica (Claiborne et al., 1990). La longitud dendritica total de las
células granulares de la capa suprapiramidal es significativamente mayor a
aguella que se encuentran dispuestas en la capa infrapiramidal (Amaral et al.,
1990). Al respecto, las dendritas apicales de las células granulares se
extienden dentro de la capa molecular a lo largo del eje septo-temporal del

hipocampo (Seress and Pokorny, 1981; Figura 6).

Figura 6.- Imagen representativa de una célula impregnada con la
técnica de Golgi de neuronas granulares del Giro Dentado del
hipocampo. Escala: 50 um.

Es importante hacer la distincion entre el hipocampo y la formacién
hipocampal; esta ultima incluye a la corteza entorrinal, al giro dentado, al propio
hipocampo y al complejo subicular. El término hipocampo incluye el campo de
las células piramidales del propio hipocampo (CA1-CA3), junto con las células
de la region hilar y las células granulares del giro dentado (Gottleib and Cowan,
1973).
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La principal via de entrada de informacion al hipocampo la constituye las
fibras glutamatérgicas de la via perforante; esto es, una proyeccion masiva de
fibras provenientes de la corteza entorrinal. Para ello, las fibras de la via
perforante viajan dorsalmente “perforando” la capa piramidal de el subiculo a lo
largo de su eje longitudinal e inclinandose fuertemente a lo largo de un plano
transverso; por ultimo establecen contactos sindpticos principalmente con las
espinas dendriticas de las células granulares de la capa suprapiramidal del
Giro dentado (GD) (Stanfield and Cowan, 1988) y con el Cuerno de Ammon
(Steward, 1976). Subsecuentemente, los axones que emergen de estas células
granulares constituyen las llamadas fibras musgosas, las cuales forman
contactos sinapticos con las excrecencias espinosas de la dendrita apical de
las células piramidales tanto de tallo largo como de tallo corto del campo CA3
del hipocampo (Stanfield and Cowan, 1988), en la porcién del estrato radiado.
Posteriormente, ramificaciones de los axones de las células de CA3-
denominadas colaterales de Schaffer envian informacion glutamatérgica hacia
el estrato radiado del campo CAl donde establecen contactos sinapticos con
las espinas dendriticas de las células piramidales, cuyos axones a su vez se
proyectan al subiculo y a la corteza entorrinal (Buhl, y cols., 1989); ambos
sistemas eferentes constituyen la via de salida de la informacion organizada en
el hipocampo. Las fibras de la via perforante se distribuyen principalmente
dentro de la capa molecular del giro dentado, estrato lacunoso-molular del
hipocampo y la capa molecular del subiculo (Hjorth-Simonsen and Jeune,
1972). Estas fibras se originan en las células de la capa Il de las porciones
medial y lateral de la corteza entorrinal lateral y terminan en el GD y el campo
de CAS3; mientras que las neuronas de la capa Il de la porciébn medial de la
corteza entorrinal lateral dan origen a aferencias dirigidas hacia las espinas
dendriticas del campo CAl. Algunas proyecciones menores pueden originarse
en capas mas profundas de la corteza entorrinal. Esto es lo que se conoce

como el circuito trisinaptico hipocampal (Figura 7).
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Celulas en canasta

Regidn superiar
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Capa
infrapiramidal

Figura 7.- Imagen esquematica del circuito trisinaptico hipocampal;
CEM: Corteza entorrinal medial; CEL: corteza entorrinal lateral; CA:
Cuerno de Ammon 1-3. Modificado de: O’Keefe and Nadel, 1978.

En cuanto a las eferencias del hipocampo, el subiculo parece ser la
regidbn que da origen a la mayoria de estas proyecciones extrinsecas hacia
areas corticales y subcorticales, incluida la corteza entorrinal; con una
contribucion de CAl a este sistema eferente, ambos terminan
predominantemente en las capas superficiales del area entorrinal medial. El
subiculo envia, ademas, proyecciones al septum, al nucleus accumbens, al
complejo amigdaloide, al complejo mamilar, al talamo anterior y al hipotalamo
(Witter, 1989). Adicionalmente, las neuronas piramidales de CA3 envian
colaterales excitadoras al septo lateral y al hipocampo contralateral, asi como
colaterales intrinsecas que van longitudinalmente a regiones mas septales o
temporales de CA3 (Buhl, 1989; Ottersen and Storm- Mathisen, 1989).

Funcionalmente, el hipocampo es el responsable de muchas de las
funciones mnésicas del I6bulo temporal. Participa de manera importante en la
organizacibn de la conducta exploradora, interviene en el componente
motivacional de la actividad motriz, participa en los patrones de ingesta y

procesos motivacionales basicos, en la manifestacion de la capacidad de
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alternancia espontanea, en la discriminacion olfativa y en la organizacion del
aprendizaje y la memoria (Jarrad, 1993).

En el humano, se cree que el almacenamiento de la memoria declarativa
a largo plazo depende de la integridad de estructuras del I6bulo temporal y
diencefalicas tales como el hipocampo, subiculo y corteza entorrinal. Aunado a
esto diversos trabajos en roedores reportan que estas mismas estructuras
cerebrales juegan un papel muy importante en la navegacion espacial (O’Keefe
and Nadel, 1978); es decir, se encuentran mediando la representacion neural
de un espacio fisico mediante la creacion interna de un mapa cognoscitivo
(O’Keefe and Nadel, 1978). De lo anterior, han definido a la memoria
declarativa como el tipo de memoria involucrada en el recuerdo conciente de la
informacion, que consiste en recordar lugares, personas y objetos (Squire,
1992). Este tipo de memoria es la responsable de la acumulaciéon de hechos y
datos derivados de experiencias aprendidas tanto espaciales como no
espaciales. Asi mismo, tanto en la memoria de trabajo como en la memoria de
referencia, el hipocampo juega un papel importante en el procesamiento de las
relaciones temporales entre estimulos en curso y representaciones de eventos
recientes.

Especificamente se ha sugerido que la actividad de las llamadas células
“de lugar” hipocampales esta relacionada con la representacion espacial (Nadel
and Eichenbaum, 1999; O’Keefe and Dostrovsky, 1971; Muller, 1996) y con la
localizacion del individuo en un lugar determinado (Poucet et al., 2004). De lo
anterior, evidencias experimentales han revelado que la actividad de las células
especificamente de CA3 y CA1 del hipocampo dorsal esta correlacionada con
la posicion que ocupa el individuo en el medio (O’Keefe and Dostrovski; 1971;
Moser et al., 1993). De todo ello, se ha reportado que la disminucion en la
poblacion de células piramidales del campo CALl del hipocampo dorsal afecta
de manera directa la habilidad del individuo para la resolucion de tareas de tipo
espacial (Volpe et al., 1992).

El aprendizaje se describe como el mecanismo por el cual la informacién
nueva acerca del mundo es adquirida, es decir, el proceso en virtud del cual
nuestra conducta varia y se modifica a lo largo del tiempo adaptandose a

cambios que se producen en el entorno (Aguado-Aguilar, 2001). Por su parte y
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de manera asociada, la memoria es el mecanismo por el cual esa informacion
es retenida, recuperada y evocada (Squire; 1992).

En el hipocampo la gran mayoria de las sinapsis excitadoras ocurren en
pequefias protuberancias que emergen de las dendritas de las células
piramidales y granulares referidas como espinas dendriticas (Harris et al.,
1989). Estudios basados en microscopia electronica han confirmado que las
espinas dendriticas constituyen la unidad bésica funcional de integracién de los
circuitos neuronales, y que mas del 90% de las sinapsis excitatorias se llevan a
cabo en ellas (Gray 1959).

Las espinas dendriticas son pequefas protuberancias membranosas
que emergen de la superficie neuronal y son consideradas parte de los
componentes postsinapticos de muchas de las conexiones sinapticas
glutamatérgicas excitadoras en el cerebro maduro (Harris and Kater, 1994) y
que, ademas, representan un sitio neural clave en la expresion de fenébmenos
de plasticidad sinptica y estructural (Ramén y Cajal, 1888). El término
“plasticidad” se remite hoy a la capacidad del sistema nervioso para cambiar en
respuesta a presiones ambientales, lesiones o modificaciones en el estado
interno del organismo. Asi, el organismo esta capacitado para adaptarse a
cambios que tienen lugar en una escala de minutos o segundos. Las
modificaciones que operan en esa escala temporal pueden implicar cambios en
la funcién de la sinapsis. De hecho, la expresion plasticidad sinaptica se refiere
al proceso por el cual ocurren cambios a largo plazo en las conexiones
sindpticas, lo cual produce cambios positivos en la eficacia tanto de las sinapsis
como de las neuronas (Calverley y Jones, 1990). En este sentido, se ha
propuesto que el sustrato neuroanatomico en el que subyace el aprendizaje y
la memoria esta representado por las espinas dendriticas de las neuronas
constituyentes de regiones cerebrales involucradas en dicho proceso
cognoscitivo (Koch et al., 1992; Koch y Zador, 1993). Por lo general, se ha
observado que las espinas dendriticas establecen contactos sinapticos Unicos,
aungque se han encontrado espinas con mas de un axén conectado a ellas
(Goldman-Rakic, 1999).

Al igual que en neuronas de la neocorteza y otras regiones cerebrales,
en las dendritas de neuronas piramidales hipocampales la morfologia de las

espinas varia considerablemente; podemos encontrar espinas con cuello largo,
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corto, grueso, delgado, cilindrico, irregular o ramificado y todas las
combinaciones posibles, asi como cabezas de espinas pequefias, grandes,
esféricas, ovales o de forma irregular (Harris and Kater, 1994.; Wodley et al.,
1990). Con base en lo anterior, en la region CA1 del hipocampo y en el GD se
han descrito por lo menos seis tipos de espinas, las cuales se han clasificado
segun la forma geométrica tanto del cuello como de la cabeza. En general y de
acuerdo a criterios morfolégicos bien definidos y a estudios hechos con
microscopia electrénica de transmision, se les clasifico inicialmente en
delgadas, gordas, en hongo, ramificadas y doble o varicosa (Calverley y Jones,
1990; Harris et al., 1989). Estudios previos han mostrado que las espinas son
estructuras particularmente plasticas que pueden responder morfolégicamente
a una gran variedad de estimulos fisioloégicos (Guthrie et al., 1991; Wodley et
al., 1990). Las espinas delgadas tienen una longitud mas grande que el
diametro de su cuello y una cabeza bulbosa pequefia, en tanto que las espinas
gordas son mas cortas que amplias, de tal manera que no muestran distincion
entre el cuello y la cabeza. Las espinas en hongo tienen un cuello muy
estrecho y una cabeza mas grande que éste. Las espinas ramificadas
muestran cabezas dobles de proporciones semejantes entre si que emergen
del mismo cuello, formando dos cuellos que se observan a manera de
pediculos de dos cabezas pequefias; por lo cual cada cabeza de la espina
ramificada hace contacto sinaptico con axones presinapticos diferentes (Sorra
et al., 1998); ademas muestran un cuello de caracteristicas similares al de las
espinas en hongo. Mas recientemente se ha agregado a esta clasificacion las
espinas dobles y las espinas anchas. Las espinas dobles muestran dos
cabezas una sobre otra; la diferencia con respecto a las espinas ramificadas
estriba en que en las espinas dobles ambas cabezas se encuentran alineadas
longitudinalmente y separadas por un cuello de diametro pequefio y semejante
a aquel que separa a la dendrita progenitora y a la cabeza mas baja. Las
espinas anchas muestran caracteristicas geométricas similares a las espinas
gordas; la Unica diferencia morfolégica es que su eje longitudinal es al menos
dos veces mayor que su eje transversal; lo anterior bajo consideracion de que
ni las espinas gordas ni las anchas poseen una diferenciacion entre el cuello y

la cabeza (Tarelo-Acufia et al., 2000).
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Algunas espinas de las células piramidales contienen en su cuello una
estructura peculiar llamada “aparato de la espina”. Este estructura esta
constituida por dos o tres sacos membranosos de reticulo endoplasmico liso
(REL) que se encuentran separados por una banda de material electrodenso
de naturaleza proteica que esta constituido en parte por microtubulos o
filamentos de actina. Se sabe que en el microambiente de la espina el aparato
de la espina es un secuestrador de Ca*™ (Mihaly et al., 1987). De alguna
manera, la presencia del aparato de la espina en el cuello podria incrementar
también la resistencia eléctrica de la espina (Millar et al., 1985), lo cual hace
dificil que un potencial de accion en la sinapsis sea propagado por la dendrita
progenitora (Fifkova, 1987). Ademas, en el cuello de la espinas estan presentes
bombas de calcio, las cuales participan en la extrusion del ibn (Majewska et al.,
2000), con lo que se evita el incremento de su concentracion en la dendrita
progenitora durante su difusion hacia ella (Volfovski et al., 1999). Otra
implicacion funcional del cuello de la espina es que entre mas estrecho es este,
los iones calcio encuentran mayor resistencia fisica y eléctrica en su paso
desde la espina a la dendrita (Volfovski et al., 1999;81; Majeuska et al., 2000).
Por un lado en las espinas de cuello estrecho como las delgadas y las en
hongo ocurre un incremento mas rapido en el potencial de la membrana de la
espina tras la inversion del mismo después de haberse presentado el estimulo
sinaptico, en comparacién con espinas de cuello menos estrecho (Koch et al.,
1992).

Por otra parte, la superficie de la cabeza de la espina constituye el sitio
de comunicacion de las sinapsis excitadoras mediadas por glutamato; en ella
se localizan receptores a dicho neurotransmisor acoplados a canales i6nicos y
otros sistemas de sefializacion involucrados en la transmision sinaptica. Estos
son sistemas de acoplamiento de la actividad sinaptica en la neurona
postsinaptica que actian como vias de sefializacién en procesos de plasticidad
sinaptica (Gray, 1959; Kennedy, 2000). Visto al microscopio electronico de
transmision, esta zona de material electrodenso de naturaleza proteica es
conocida como la densidad postsinaptica (PSD). El tamafio y/o la forma de la
PSD puede también influir en la eficiencia de la transmision singptica como
modulador en la conduccién del potencial sinaptico (Calverley and Jones,
1990).
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En las neuronas piramidales hipocampales del campo CA3 el 90% de las
protuberancias dendriticas en la dendrita apical proximal son las llamadas
“excrecencias espinosas”. Las excrescencias espinosas representan el sitio de
contacto sinaptico de las fibras musgosas provenientes del GD. Estas
protuberancias dendriticas tienen como caracteristica peculiar que de ellas
emergen alrededor de 1 a 16 ramificaciones proveniente de la misma dendrita
progenitora y ademas pueden ser inervadas por el mismo o por diferentes
botones axonales (Chicurel and Harris, 1992). Estructuralmente, las
excrecencias espinosas son un tipo de espina ramificada compleja cuya
densidad de los I6bulos tiene apariencia a un racimo de uvas (Hama and
Kosaka, 1994). Este tipo de espinas usualmente contienen organélos
subcelulares que raramente se encentran en las espinas simples entre los que
se incluyen ribosomas, cuerpos multivesiculares, mitocondrias y microtbulos
(Chicurel and Harris, 1992) y la presencia de bombas de extrusion de iones que
le confiere a la excrescencia la capacidad de mantener la homeostasis en la
espina. Se han descrito dos subtipos de neuronas piramidales del area CA3 del
hipocampo; 1) neuronas piramidales “de tallo corto”, localizadas mas
superficialmente en el estrato piramidal; en éstas, el tallo de las dendritas
apicales es mas grueso Yy tienen un gran numero de excrecencias espinosas;
adicionalmente, este tipo de neuronas poseen dendritas tanto apicales como
basales profusamente ramificadas; 2) neuronas piramidales “de tallo largo”, las
cuales tienen una dendrita apical mas larga respecto a las de tallo corto, un
namero menor de excrecencias espinosas Yy relativamente menos
ramificaciones tanto en las dendritas basales como en la dendrita apical (Fitch
et al., 1989).
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ANTECEDENTES

El dafio neuronal por excitotoxicidad es la consecuencia de la
activacion excesiva de los receptores NMDA por la liberacion de altas
concentraciones de glutamato (Rothman and Olney, 1986). Los receptores
NMDA, receptores ionotropicos, son altamente permeables al i6n Ca™", por lo
que su actividad exacerbada ha sido relacionada a procesos patolégicos que
involucran muerte neuronal como isquemia e hipoxia neonatal y epilepsia
(Meador-Woodruff and Healy, 2000). Durante la etapa del desarrollo postnatal,
datos experimentales han mostrado que ratas de menos de una semana de
edad son insensibles al dafio por excitotoxicidad debido a que en esta etapa
hay poca expresion y funcionalidad de los receptores NMDA y AMPA, los
principales mediadores de la excitotoxicidad (Liu et al., 1996; Wolf y Keilhoff,
1984; Campochiaro y Coyle, 1978). Cambios durante el desarrollo en la
expresion de receptores ionotrépicos a glutamato contribuye en parte a la
vulnerabilidad del neonato al dafio neuronal por excitotocicidad (Mitani et al.,
1998). Especificamente, hay datos que han mostrado que la expresion del
receptor NMDA es mayor durante los dias postnatal 6-7, por lo que los autores
sugieren que a esta edad el individuo es méas vulnerable (Ikonomidou et al.,
1996).

Hay modelos experimentales que se han utilizado para reproducir al
menos algunos aspectos del dafio neuronal por excitotoxicidad; tal es el caso
del modelo utilizado por Lucas y Newhouse (1959) y por Olney (1978), en el
que la administracién subcutanea de 4mg/g de peso de glutamato monosodico
(GMS) produce muerte neuronal en individuos que tienen una barrera
hematoencefalica poco desarrollada. Recientemente, datos obtenidos en
nuestro laboratorio han mostrado que la administracion subcutanea de GMS a
dosis de 4mg/g de peso a ratas de pocos dias de nacidas produce muerte
neuronal de aproximadamente el 12% de las estirpes neuronales del campo
CA1 del hipocampo de la rata adulta; ademas de producir en las neuronas
remanentes del campo CALl disminucion en la arborizacion dendritica y
cambios en la densidad de espinas; asi como en la proporcion del tipo de
espinas en la dendrita progenitora (Beas-Zarate et al., 2002). Los autores

sugieren que tales alteraciones en la citoarquitectura neuronal podrian ser el
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resultado de un fendmeno plastico que tiende a compensar la actividad
neuronal exacerbada (Beas-Zarate et al., 2002).

De la misma manera, otras evidencias experimentales han mostrado
que el mismo esquema de tratamiento produce incremento en la expresion de
las subunidades NR2A y NR2B del receptor NMDA en hipocampo de ratas
adultas, por lo que se sugiere que las propiedades del receptor NMDA pueden
cambiar y, eventualmente, mediar el evento neurotéxico (Beas-Zarate et al.,
2001). Entre otros reportes hay datos que muestran que las mismas
condiciones experimentales producen alteraciones en la expresion de genes de
las subunidades NR2C y NR2D en el hipocampo; al respecto los autores
proponen que la sobre-activacion de los receptores NMDA podria modificar la
subunidad del receptor y su composicion estructural en el desarrollo postnatal y
tal sobre-expresion de la subunidad del receptor NMDA es en parte una
respuesta compensatoria por alteracion en los circuitos neuronales del
hipocampo lo que podria ser un factor determinante para modular el patron de
arborizacion dendritica y la sinaptogénesis (Beas-Zarate et al., 2002).

Entre otras evidencias experimentales, se sabe que la administracion
neonatal de GMS a dosis de 4mg/g peso produce disminucién del potencial
postsindptico excitatorio, asi como deficiencias en el mantenimiento y
consolidacion del LTP en neuronas hipocampales del campo CAl de ratas
adultas tras la estimulacion de las colaterales de Schaffer (Sanabria et al.
2002). La generacion del LTP, una forma de plasticidad inducida por la
estimulacion de alta frecuencia en muchas de las vias excitadoras del SNC, es
un fendbmeno subyacente a procesos neurobiolégicos como la memoria y el
aprendizaje (Eichenbaum, 1996; Bliss and Collingridge, 1993). Ademas, se ha
reportado que la induccién y consolidacion del LTP esta fuertemente
relacionada a variaciones en las espinas dendriticas (Bennet, 2000).

Otros estudios experimentales han mostrado que regiones cerebrales
como la corteza prefrontal la administracion neonatal de GMS produce muerte
neuronal de aproximadamente el 29%, asi como retraccion dendritica y
disminucion en el patron de arborizacion en las neuronas piramidales
remanentes de la tercera capa de la corteza cerebral. Sin embargo, este
tratamiento no produjo cambios ni en la densidad, ni en la proporcion de las

espinas dendriticas de ratas en edad juvenil (Gonzalez-Burgos et al., 2001).
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Entre otros hallazgos, esta reportado que la administracion de dosis GMS
inductoras de crisis convulsivas en ratas adultas jévenes produce reduccion en
la densidad de espinas en las neuronas piramidales de CALl, sin modificaciones
en la forma de las espinas remanentes, es decir los efectos del glutamato sobre
la arborizacion no induce modificaciones en la arborizacion al corto plazo
(Gonzalez-Burgos et al., 2004).

En su funcionalidad el hipocampo se encuentran relacionado a
funciones mnésicas del lI6bulo temporal como la memoria declarativa, la cual
consiste en el recuerdo conciente de la informacion, y en recordar lugares,
personas y objetos (Squire, 1992). Lo anterior se ha puesto en evidencia en
estudios clinicos en los cuales la ablacion del hipocampo o el dafio en el tejido
por isquemia conducen a profundas deficiencias en tareas de aprendizaje y
memoria espacial (Corkin et al 1997).

En estudios en roedores, se ha reportado que la lesion hipocampal
produce deficiencias en la realizacion de tareas de tipo espacial, por lo que los
autores proponen que las células de lugar forman parte de un sistema integral
importante para la havegacion espacial (Poucet et al., 2004).

Por otra parte, evidencias experimentales han reportado que la
estimulaciéon sostenida de la via perforante produce deficiencia en la
adquisicién de memoria espacial.

Se ha relacionado a las deficiencias en el aprendizaje y la memoria con
la disminucién en la poblacion neuronal de las regiones CA3 y CAl del
hipocampo, lo cual se ve prevenido tras la administracion de agonistas
glutamatérgicos (Rogers et al., 1989). En concordancia con lo anterior, lesiones
en las que se involucra al 40% del volumen total del hipocampo en roedores
produce deficiencias en la adquisicion de memoria de tipo espacial (Moser et
al., 1993; Moser et al., 1995).

En otros estudios experimentales se ha reportado que lesiones en el GD
del hipocampo producen deficiencias en la capacidad del individuo para crear
diferentes representaciones espaciales del medio ambiente (Hasselmo, 2005).
De manera particular, esta demostrado que el GD del hipocampo esta
involucrado en la transformacion pero no en la recuperacion del aprendizaje

espacial (Kesner et al., 2006).
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Por otra parte, hay estudios que reportan que la inactivacién temporal de
la regibn CA3 del hipocampo de ratones tratados con dietilditiocarbamato
(DDC), un agente quelante de metales pesados, produce deficiencias en la
adquisicion pero no en el recuerdo de informacion de tipo espacial, lo que
sugiere que la region CA3 del hipocampo es esencial en la consolidacion de la
memoria espacial (Florian et al.,, 2004). Otros hallazgos experimentales
mostraron que lesiones en la region CA3 del hipocampo producen deficiencias
en la codificacion y recuperacion de informacion de tipo espacial, por lo que los
autores sugieren que la region CA3 del hipocampo es esencial en la
transformacién y recuperacion de informacién de tipo espacial (Lee and
Kesner, 2004).

Recientemente, se ha observado que animales sometidos a la
administracion neonatal de GMS muestran deficiencias en la adquisicién de
informacion espacial en la edad adulta y que estas deficiencias podrian
deberse a alteraciones en la actividad funcional del hipocampo dorsal inducidas
por la accion toxica del farmaco, en el largo plazo (Olvera-Cortés et al., 2005).
Asi, la muerte neuronal en CA1 asi como alteraciones en la citoarquitectura de
las mismas quizds sea el sustrato neuronal que subyace a las deficiencias

cognoscitivas reportadas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La entrada de informacion al hipocampo a través de la via perforante
activa la transmision de informacion excitadora a través del circuito trisinaptico
gue subyace a la organizacion de las funciones cognoscitivas en las que dicha
estructura participa. El dafio excitotoxico producido por glutamato monosodico
administrado neonatalmente provoca despoblacion neuronal y cambios en la
citoarquitectura neuronal de las células piramidales del campo CAl de
hipocampo de ratas, que podrian estar relacionados con algunas de las
alteraciones en el aprendizaje espacial reportadas en estudios previos. Sin
embargo, no se han estudiado los efectos de la administracion de glutamato
monosédico sobre el resto de los componentes neuronales del circuito

trisinaptico.
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HIPOTESIS

La administracion neonatal de glutamato monosddico produce
modificaciones en la citoarquitectura de las neuronas granulares del giro
dentado y piramidales de los campos CA3 y CALl del hipocampo de ratas, en la

edad adulta.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la citoarquitectura de las neuronas del circuito trisinaptico
del hipocampo de ratas adultas, después de la administracion neonatal de

glutamato monosaédico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar y comparar el patron de arborizaciéon de las neuronas del
Giro Dentado y del Campo CA1 del hipocampo.

2. Cuantificar y comparar la densidad de espinas dendriticas de las
neuronas del Giro Dentado y del campo CA1 del hipocampo.

3. Cuantificar y comparar la densidad proporcional de las espinas delgada,
gorda, en hongo, ancha, dobles y ramificadas en las neuronas del Giro
Dentado y del campo CA1 del hipocampo.

4. Cuantificar y comparar el area de excrescencias espinosas de las

neuronas de tallo largo del campo CA3 del hipocampo.
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MATERIAL Y METODOS

Animales de laboratorio

Los sujetos de estudio experimental fueron otorgados por el bioterio
perteneciente al Centro de Investigacion Biomédica de Michoacan (CIBIMI). Se
utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, los cuales fueron
mantenidos bajo condiciones estandar de bioterio con ciclos luz / oscuridad de
12 x 12 h (07:00-19:00 h), con suministro de agua y alimento ad libitum.
Metodologia

Se utilizaron 24 ratas procedentes de diferentes camadas. Ocho
animales, que conformaron el grupo experimental, fueron inyectados
subcutaneamente con una solucién de Glutamato Monosddico (GMS) al 50 %
en solucion acuosa, a una dosis de 4mg/g de peso corporal, los dias 1, 3,5,y 7
postnatal. EI grupo control, de ocho animales, recibi6 tratamiento con una
solucién equimolar de Cloruro de Sodio (NaCl) al 17.27% en solucién acuosa, a
una dosis de 1.37 mg/g de peso; esta solucion fue administrada
subcutaneamente a los dias 1, 3, 5y 7 postnatal. Un grupo no tratado de 8
animales, conformé el grupo testigo.

Todos los animales fueron sacrificados a los 120 dias de edad, para lo
cual fueron anestesiados en una atmosfera de éter etilico anhidro y
prefundidos por via intracardiaca con 200mL de solucion lavadora, la cual
consisti6 en una solucibn amortiguadora a base de fosfato de sodio
monobasico y fosfato de sodio dibasico 0.1M con pH 7.4; a esta solucion se le
adiciond 1000 U/L heparina sédica como anticoagulante, y 1g/L procaina como
vasodilatador. Durante la perfusion se administré un volumen de 200 mL de
solucion fijadora, la cual es una solucion preparada a base de una soluciéon
amortiguadora de fosfatos, pH 7.4, y a la cual se le adicion6 formaldehido en
proporcion al 10%. Ambas soluciones fueron perfundidas a una presion de 140
cm. de agua. Posteriormente se realiz6 una craneotomia para la extraccion de
los cerebros, los cuales se dejaron inmersos en solucién fijadora por al menos
48 h mas. Posteriormente se llevo a cabo la diseccion de los cerebros para la
obtencion del hipocampo.

Como resultado de la diseccién del cerebro, se seleccioné el blogue de

tejido correspondiente al hipocampo dorsal, el cual fue procesado de acuerdo a
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una modificacion del método de Golgi (Gonzalez-Burgos et al., 1992). Se
obtuvieron cortes coronales de 100 um de espesor; de éstos, se seleccionaron
8 neuronas pertenecientes a la region del Giro Dentado del Hipocampo para su
estudio morfolégico, el cual consisti6 en la cuantificacion de bifurcaciones
totales de las dendritas principales. De estas estirpes neuronales, también se
cuantifico la densidad asi como la forma de las espinas encontradas en 50 pm
mediales del tercio dendritico distal de una dendrita principal.

De las neuronas piramidales de CA3 de tallo largo del hipocampo se
seleccionaron 8 neuronas, de las cuales se cuantifico el area ocupada por las
excrescencias espinosas, mediante su alineacibn con un analizador de
imagenes (Zeiss Image 3.0).

El analisis de las neuronas pertenecientes a la regiéon CA1 de hipocampo
consistio en la cuantificacion del nimero de bifurcaciones totales encontradas
tanto en las dendritas basales como apicales. Ademas, se cuantifico la
densidad asi como la proporcién del tipo de espinas dendriticas encontradas en
50 um mediales de una de las dendritas oblicuas emergentes de la apical de
las neuronas piramidales.

Los datos morfométricos fueron analizados estadisticamente mediante la

prueba de varianza (ANOVA) y la prueba de Tuckey .
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RESULTADOS

En el presente estudio se observo que en el grupo de individuos tratados
con GMS a los dias postnatal 1, 3, 5y 7 se produjo un incremento significativo
en el numero de bifurcaciones de las neuronas granulares de la capa
suprapiramidal del GD del hipocampo. Entre los grupos testigo y control no se

encontraron diferencias significativas (Figura 8).

NUM ERO DE BI FURCACI O NES
7

TESTIG O GO NTRO L EXPER M ENTAL
G RUPO

Figura 8.- Representacion grafica del numero de bifurcaciones
presentes en neuronas granulares de Giro Dentado de las ratas
adultas correspondientes a cada grupo de estudio. Grupo Testigo: no
tratado; Control: Tratado con NaCl; Experimental: Tratado con GMS.
Media + error estandar. p < 0.05 (ANOVA, Tukey).

En cuanto a la densidad de espinas dendriticas no se encontro
diferencia significativa entre los tres grupos. Lo mismo ocurrié en la proporcion
del tipo de espinas en las neuronas granulares de GD del hipocampo (Figura 9
y Tabla 1).
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Figura 9.- Representacion grafica de la densidad de espinas
dendriticas presentes en 50 ym mediales del tercio dendritico distal al
soma de neuronas granulares de la capa suprapiramidal de la region
del Giro Dentado del hipocampo. Media * error estandar. (ANOVA ,
Tukey).

Tabla 1.- Tabla representativa de la densidad proporcional del tipo de
espinas en neuronas granulares del giro dentado del hipocampo.

TIPO DE ESPINA TESTIGO CONTROL EXPERIMENTAL
DELGADA 25.37+1.32 27.51+1.13 27.18+1.62
GORDA 11.18+0.26 9.85+0.55 12.37+0.88
HONGO 16.33+0.64 19.1+0.99 18.85+0.76
ANCHA 2.26+0.23 2.04+0.24 2.82+0.39
RAMIFICADA 0.33+0.12 0.37+0.05 0.68+0.11
DOBLE 0.04+0.25 0.04+0.25 0.10+0.05

Media * error estandar (ANOVA, Tukey).

Respecto a las neuronas piramidales de tallo largo de CA3, no se

encontré diferencia significativa entre grupos en el area que ocupan las
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excrescencias espinosas presentes en la dendrita apical principal de dichas

células (Figura 10).
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Figura 10.- Representacion grafica del area de excrescencias
espinosas presentes en la dendrita principal apical de neuronas
piramidales de tallo largo de la region CA3 del hipocampo.
(ANOVA, Tukey).

Referente a los resultados encontrados en el campo CA1 del hipocampo,
en el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en el nimero
de bifurcaciones entre los diferentes grupos de estudio (Figura 11). Por otra
parte, en la densidad de espinas no se encontraron diferencias significativas
entre grupos (Figura 12). Finalmente, se observé un incremento significativo en
la proporcién de espinas delgadas en el grupo experimental respecto al grupo
testigo y al grupo control (Tabla 2).
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Figura 11.- Representacién grafica del nimero de bifurcaciones
presentes en neuronas piramidales del campo CA1 del hipocampo de
las ratas adultas correspondientes a cada grupo de estudio. Grupo
Testigo: no tratado; Control: Tratado con NaCl; Experimental: Tratado
con GMS. Media * error estandar (ANOVA, Tukey).
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Figura 12.- Representacion grafica de la densidad de espinas dendriticas
presentes en 50um mediales de dendritas oblicuas de neuronas
piramidales del campo CA1 del hipocampo (ANOVA, Tuckey).
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Tabla 2.- Tabla representativa de la densidad proporcional del tipo de
espinas en dendritas de las neuronas piramidales del campo CA1l del

hinocamnon.

TIPO DE ESPINA | TESTIGO CONTROL EXPERIMENTAL
DELGADA 37.43+1.46 39.22+0.84 42.68+1.72°
GORDA 14.37+0.70 15.22+0.53 14.70+0.75
HONGO 25.20+0.97 29.02+0.66 29.20+£1.89%
ANCHA 3.18+0.35 3.41+0.44 3.68+0.38
RAMIFICADA 0.26+0.06 0.39+0.12 0.37+0.05
DOBLE 0.60+0.02 0.10+0.03 0.18+0.05

Media * error estandar (ANOVA, Tukey).
a: Testigo vs. Experimental; b: control vs. Experimental. p<0.05.
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DISCUSION

El hipocampo es una estructura subcortical del I6bulo temporal
relacionado funcionalmente con procesos de aprendizaje y memoria espacial
(O’Keefe and Nadel, 1978). Tales procesos cognoscitivos son fendmenos
subyacentes a la entrada de informacién a través de las fibras de la via
perforante mediante la activacion de la neurotransmision excitatoria de las
estirpes neuronales que constituyen el circuito trisinaptico hipocampal. Dicho
circuito esta integrado por neuronas granulares del giro dentado y neuronas
piramidales del campo CA3 y CAl del hipocampo (Amaral and Witter 1995).

Datos experimentales han mostrado que el dafio excitotdéxico por la
administracion neonatal de glutamato monosodico produce despoblacion
neuronal, asi como cambios en la citoarquitectura de neuronas remanentes del
campo CAl del hipocampo de la rata adulta (Beas-Zarate et al., 2002). Asi
mismo, se han reportado deficiencias cognoscitivas relacionadas con la
capacidad de aprendizaje espacial (Olvera-Cortés et al., 2005). Otros trabajos
han reportado incremento en la expresion de las subunidades NR1, NR2A y
NR2B, asi como de las subunidades NR2C NR2D del receptor NMDA en el
hipocampo de la rata adulta, lo que se ha asociado con alteraciones en la
apertura del canal i6nico y, por lo tanto, con la sensibilidad del mismo (Beas-
Zarate et al., 2001). Las alteraciones de las subunidades NR2C y 2D estarian
relacionadas con el crecimiento dendritico (Beas-Zarate et al., 2002), lo que
resulta congruente con los hallazgos del presente estudio, en relacién con las
modificaciones en la arborizacion dendritica en las neuronas granulares del
GD. En el presente trabajo se observo un incremento significativo en el nimero
de bifurcaciones, en tanto que en la densidad y proporcién del tipo espinas
dendriticas no se observaron diferencias significativas. Lo anterior sugiere que,
aunque no existe mayor aglutinamiento de espinas por unidad de area
dendritica, existe mayor niumero de espinas totales y con ello, mayor numero
de contactos sinapticos en relacidbn con el incremento la arborizacion
dendritica. ElI incremento en el nimero de bifurcaciones quizas se deba al
efecto que tiene el glutamato sobre procesos de remodelacion compensadores
de la excitabilidad neuronal exacerbada. El hecho de que no se vea modificada

la densidad de espinas sugiere gque tales neuronas granulares pueden modular
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de manera eficiente la excitabilidad neuronal exacerbada por la liberacion
excesiva de glutamato.

En lo que se refiere a las neuronas piramidales de tallo largo de CA3 del
hipocampo, en el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas
en el area que ocupan las excrescencias espinosas presentes en la dendrita
apical principal. Las excrescencias espinosas son un tipo de espina que se
sabe tienen una alta capacidad metabdlica debido a la presencia de organelos
metabolicamente activos que estan ausentes en las espinas dendriticas
simples (Chicurel and Harris, 1992). Datos experimentales han mostrado la
presencia de canales de calcio activados por voltaje y una baja densidad de
receptores NMDA en la periferia de las excrescencias en contraste con las
espinas simples, por lo que han sugerido que en las espinas complejas como
las excrescencias espinosas la dinamica del Ca™ depende principalmente de
la activacion de canales de calcio dependientes de voltaje activados por la
despolarizacibn mediada por el receptor AMPA (Reid et al.,, 2001).La
importancia del flujo de calcio en las excrescencias espinosas a través de los
canales de calcio dependientes de voltaje se desconoce; sin embargo, se ha
sugerido que probablemente la transicion localizada de este i6bn probablemente
se encuentre mediando eventos plasticos, asi como procesos homeostéaticos
en la espina (Reid et al, 2001). La activacion de canales de Ca' dependientes
de voltaje en las excrescencias puede por lo tanto, ser importante para mediar
procesos dependientes de Ca™ en la sinapsis donde hay baja densidad de
receptores NMDA (Jaffe and Brown, 1997).

En las neuronas del campo CAl del hipocampo no se observaron
diferencias en el numero de bifurcaciones, sin embargo observamos una mayor
densidad proporcional en las espinas delgadas. La proporcion mayor de las
espinas delgadas en una neurona, sugiere la facilidad con la cual esta es
excitada. En base a la geometria de su cabeza y cuello, se dice que la espina
delgada es mas eficiente para la transmisién del impulso sindptico porque
tienen un cuello demasiado estrecho por lo que ocurre un incremento mas
rapido en el potencial de la membrana tras la inversion del mismo después de
haberse presentado un impulso sinaptico (Koch et al.; 1992). Este hecho nos
permite sugerir que la densidad de espinas delgadas es mayor debido a la

hiperexcitabilidad neuronal. En este sentido, se ha propuesto que las espinas
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que tienen cuellos largos como las espinas delgadas presentan cierta
tendencia a retener mas calcio en sus cabezas lo cual podria estar relacionado
con mecanismos neuroprotectores de dafio inducido por las sobre-estimulacién
guimica mediada por la neurotransmision glutamatérgica (Gonzalez-Burgos et
al.,, 2004), lo que resulta congruente con el modelo de induccién de
excitotoxicidad utilizado en el presente estudio.

La administracibn neonatal de glutamato produce incremento en la
expresion de la subunidad NR2C y NR2D (Beas-Zarate et al.,, 2002), en el
hipocampo de la rata adulta. Hay datos que muestran que hay una expresion
mayor de estas subunidades en relacion a las otras, en el curso de la edad
postnatal (Wenzel et al., 1997). Ademas, se ha sugerido que la presencia de
estas subunidades desempefia una funcidon importante en el desarrollo
dendritico y diferencidbn neuronal respectivamente (Metzger et al., 2005;
Kitayama et al., 2004), lo cual en parte sustenta lo observado en la arborizacion
dendritica tanto de las neuronas granulares del giro dentado. Por otro lado, se
han observado alteraciones en la expresion de las subunidades NR1, NR2A y
NR2B en estudios en que se induce excitotoxicidad en un modelo semejante al
utilizado en el presente estudio (Beas-Zarate et al., 2001). Lo anterior pudiera
estar relacionado con deficiencias en la integracién de la informacién aferente
mediada por glutamato a receptores NMDA localizados en las espinas
dendriticas de neuronas principales del hipocampo (en preparacion). Lo
anterior contribuiria a explicar la baja eficiencia conductual en el aprendizaje
espacial reportada previamente con la utilizacion de este mismo modelo
experimental (Olvera-Cortés et al., 2005) y, por otro lado, estaria relacionado
con la posible expresion de mecanismos plasticos compensatorios tales como
el incremento de espinas altamente eficientes (Koch et al., 1992) observado en
el presente estudio en el campo CAl, las cuales estan, ademas, directamente
relacionadas con la adquisicion de informacion nueva, es decir, con el
aprendizaje (Kasai et al., 2003; Bourne and Harris, 2007).

Funcionalmente el hipocampo es importante para el establecimiento
de aprendizaje y memoria espacial (O’Keefe and Nadel, 1978). En base a esto,
datos conductuales obtenidos en nuestro laboratorio han revelado que la
administracion neonatal de glutamato produce deficiencias en la actividad

integrativa del hipocampo; especificamente el individuo presenta deficiencias
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en la adquisicion y recuperacion de informacion espacial nueva (Olvera-Cortés
et al., 2005). En relacién al papel que desempefian cada una de las regiones
que integran el circuito trisinaptico hipocampal, hay datos que muestran que
funcionalmente la region del giro dentado participa de manera importante en el
patron de separacion de informacion espacial, lo cual es esencial para
determinar la representacion intrahipocampal del ambiente (Lee and Kesner,
2004). Se ha observado que la regiéon del giro dentado en conjunto con el
campo CA3 del hipocampo participa de manera importante en el proceso de
codificacion de informacion espacial nueva (Marr, 1971), lo que estaria
sustentado en la relacion anatdmica entre las neuronas granulares y la region
CA3 a través de las fibras musgosas. Ademés, cabe mencionar que a las
neuronas piramidales del campo CA3 no llegan solo fibras provenientes del giro
dentado, sino también llegan fibras provenientes de la via perforante para
establecer un contacto primario con tales neuronas; al respecto hay hipotesis
que postulan que tales conexiones estan relacionadas con el proceso de
adquisicion de la informacién espacial que va a ser integrada dentro del
hipocampo (Lee and Kesnes, 2004 ). Por todo ello, han sugerido algunos
autores que funcionalmente la regién de CAS3 participa de manera importante
en los procesos de codificacion rapida de informacion espacial nueva, asi como
en el proceso de adquisicion de informacién espacial en el contexto de
memoria a corto plazo a través de dos vias diferentes (Lee and Kesnerl, 2004).
Por su parte, la actividad de las neuronas de CAl se ha visto asociado a
procesos de recuperacion de informacion espacial nueva; esta regién
hipocampal representa la principal via eferente de informacién del hipocampo
a otras estructuras corticales (Lee et al., 2004). Con base en lo anterior, los
cambios observados en la citoarquitectura de las neuronas que constituyen a
CALl podrian en cierta manera estar relacionados con las deficiencias en la
actividad integrativa del hipocampo.

En conjunto, en el presente trabajo sugerimos que las modificaciones
en la citoarquitectura encontradas en las neuronas granulares del giro dentado
y en neuronas piramidales del campo CA1 del hipocampo de la rata adulta
podrian representar mecanismos plasticos moduladores de la excitabilidad
neuronal exacerbada, subyacentes a las alteraciones en la organizacion de la

informacion espacial. A estos factores morfologicos, podrian agregarse las
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alteraciones en la expresion de las subunidades que conforman al receptor
NMDA.

CONCLUSIONES PARCIALES

1. La administracion neonatal de GMS produce en la rata adulta
modificaciones en la arborizacion de las neuronas granulares y no asi,

sin embargo en las neuronas piramidales de CAL.

2. Las excrescencias espinosas de las neuronas piramidales de tallo largo
de CA3 no se vieron afectadas por accion toxica de GMS en el largo

plazo.

3. La densidad de las espinas dendriticas se mantuvo sin modificaciones

tanto en la regiéon de GD como de CAL1.

4. El efecto de la administracion de GMS produce incremento en la
proporcibn de espinas delgadas en las dendritas de neuronas

piramidales del campo CAL.

CONCLUCION GENERAL

El Glutamato monosddico administrado neonatalmente produce
alteraciones en la citoarquitectura de las neuronas del circuito trisinaptico del
hipocampo de la rata en la etapa adulta. Lo anterior pudiera corresponder a
respuestas plasticas residuales tras la accion toxica del farmaco, aunque no

necesariamente de tipo rehabilitador.
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