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Resumen

En México se tiene una alta prevalencia de trastornos mentales como la depresion, ansiedad, trastorno bipolar
y esquizofrenia, en los Ultimos afios la Pandemia por COVID 19 ha representado un factor importante en la
salud mental, aumentando significativamente la cifra de personas con déficit cognitivo, afectivo y social
prevalente en enfermedad mental. Este estudio deriva de el interés por nuestro grupo en conocer las
alteraciones en la neurotransmision en el desarrollo y su influencia en las conductas relacionadas a
desordenes mentales, investigamos en raton en etapa juvenil la modulacion de la neurotransmisién
glutamatérgica derivada de la activacion de receptores de glutamato de tipo kainato. Debido a estudios
anteriores se hipotetiza que la administracion de acido kainico en la concentracién de 5 mg/kg confiere
vulnerabilidad a alteraciones en la conducta cognitiva en cuanto a memoria de reconocimiento y en la
interaccion social, las cuales fueron evaluadas mediante Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso
(NORT) y la prueba de Interaccion Social (IS), respectivamente. Los resultados obtenidos sugieren que la
modificacién en la neurotransmision del sistema glutamatérgico a edad juvenil podria influir en la alteracion
de la memoria y conducta social.

Palabras clave: glutamato, receptores de kainato, memoria, interaccion social.

Antecedentes

El glutamato se produce a una concentracion de 10 mM en el cerebro de los mamiferos, es por ello que es el
mas abundante (Schousboe, 1981). Contribuye a la mayor parte de la transmision excitatoria en el cerebro
de mamiferos, interviene en procesos de transmision sinaptica, plasticidad y modulacion (P. Li et al., 1999).
Los receptores de glutamato se dividen en: inotropicos (iGluRs) que participan en la transmisién rapida, los
cuales son divididos en tres tipos dependiendo del agonista que los activan con mayor afinidad: receptores
acido N-metil-D-aspartico (NMDARSs), receptores acidos a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolepropionico
(AMPARSs) y kainato (KARs)y metabotropicos (mGIuRs) que participan en la transmision mediada por una
proteina G que interviene como segundo mensajero (Traynelis et al., 2010) (figura 1).
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Figura 1. Receptores ionotrépicos y metabotrépicos de glutamato. NMDA, N-metil-D aspartato; AMPA, dcido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxa-
zolpropidnico; mGIuRl, 'y Ill, receptores I, Il y Il metabotrédpicos a glutamato; AC, Adenilato Ciclasa; PLC, fosfolipasa C.

Los receptores de kainato (KARs) son activados por el compuesto excitotoxico acido kainico (Nadler et al.,
1981) y se encuentran en células piramidales e interneuronas del hipocampo, la amigdala lateral, el ganglio
de la raiz dorsal, en las células de la retin, corteza cerebral, el globo palido y en cerebelo (Huettner, 2003). El
canal ionico de kainato es permisivo a Na+ /K+, aunque se ha estudiado su acoplamiento a cascada de
proteina G, por ello juega papel de receptor ionotropico y metabotropico (Straub et al., 2011). La estimulacion
de KARs por administracion de acido kainico modula la liberacién de glutamato mediante la concentracién a
la que se administre, es por ello que estudios anteriores demostraron que en concentraciones nanomolares,
la aplicaciéon de KA (>50nM) facilita la liberacién de glutamato (Herb et al., 1992) , mientras que en
concentraciones nanomolares altas (>100nM) se inhibe su liberacion (Negrete-Diaz et al., 2007).

En México la depresion y ansiedad son los principales trastornos mentales, seguidos de trastorno bipolar,
esquizofrenia y trastornos alimenticios, dichos trastornos se ven acompariados de deficit cognitivo, afectivo y
social. En los ultimos afios de Pandemia han representado factores importantes que repercuten en la salud
mental, un estudio realizado en 2022 reporté que el 28% de la poblacion mexicana estudiada presentaron
sintomas de estrés postraumatico clinicamente significativo con tasas mas altas en mujeres, personas
menores de 35 afios y personas con niveles socioeconomicos y educativos mas bajos (Tausch et al., 2022).

La evaluacién cognitiva de roedores con administracién de kainato se realizé6 mediante la prueba de
reconocimiento de objeto novedoso (NORT), la cual evalia la capacidad de memoria de los animales.
Requiere de tres objetos, numerados A, B y C y una arena de campo abierto (Zhu et al., 2018). La prueba
incluye tres periodos: habituacién, entrenamiento/ familiarizacion y prueba. En el periodo de habituacion el
raton se coloca en la arena vacia y se le permite la exploracion por 10 minutos, en el periodo de familiarizacion
se colocan los objetos Ay B en la arena del campo abierto y el ratdon es colocado entre los dos objetos, donde
se permite la exploracion por alrededor de 5 minutos, posteriormente el ratdén es devuelto al contenedor hogar,
en el ultimo periodo el objeto B es remplazado por el C y el ratén colocado de nuevo en medio de los dos
objetos y se le permite la exploracion por alrededor de 5 minutos. Entre cada uno de los periodos la arena
debe limpiarse con alcohol para eliminar olores y desechos. El tiempo de cada uno de los periodos varia a
fines especificos del estudio. EI movimiento del ratén es registrado por una camara y analizado
posteriormente. Oler o tocar con la nariz y/o patas delanteras dentro de los 2 cm alrededor de los objetos se
define como un evento de exploracion. Sentarse o apoyarse en los objetos no se considera un
comportamiento exploratorio. El indice de discriminacion se calcula como el tiempo dedicado a explorar el
objeto C dividido por el tiempo dedicado a explorar en ambos objetos. La base del indice de discriminacion
en ratones y ratas es alrededor del 70% (Zhu et al., 2014) (Schuch et al., 2016).

El comportamiento social es una construcciéon que incluye componentes sociales, interaccién y memoria de
reconocimiento y forma la base de comportamientos esenciales para la vida en grupo en la mayoria de las
especies (Gabor et al., 2012) (Moy et al., 2004). En los humanos, es un intercambio de expresividades,
simbolos, miradas, significados compartidos, gesticulaciones sobreentendidas, actos de correspondencia
mutua (Benites et al., 2013), en otras palabras es un conjunto de conductas en las que nos relacionamos
con otros. Es bien sabido que las alteraciones en la conducta son un indicio de alteraciones mentales, puesto
que es “...Un sindrome caracterizado por una alteracion clinicamente significativa del estado cognitivo, la
regulacién emocional o el comportamiento de un individuo, que refleja una disfuncién de los procesos
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psicolégicos, biologicos o del desarrollo que subyacen en su funcién mental.” (American Psychiatric
Association, 2013). Con lo anterior podemos destacar e inferir que el comportamiento social de un individuo
y su alteracion son indicios de afectaciones mentales.

Diversos estudios informan que el comportamiento social requiere de multiples regiones cerebrales como la
corteza media prefrontal (Felix-Ortiz et al., 2016)(Rilling et al., 2002). Las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal tienen un rol fundamental en funciones sociales, este sistema colinérgico se compone de
células discretas que inervan diversas regiones cerebrales; las neuronas del tabique medial (MS) y la banda
diagonal vertical de Broca (vDB) conllevan a proyecciones colinérgicas en hipocampo y corteza media
prefrontal, las neuronas del nicleo basal magnocelularis (NBM) proporcionan inervaciones colinérgicas a toda
la corteza y la amigdala basolateral (X. Li et al., 2017; Woolf, 1991).

Las deficiencias en las funciones sociales se observan en padecimientos mentales como la esquizofrenia,
depresion y trastornos relacionados con la ansiedad (American Psychiatric Association, 2013). Los modelos
animales que se usan para el estudio de estos padecimientos son determinantes para identificar objetivos
farmacologicos y tratamientos mas eficaces (Animal and Translational Models for CNS Drug Discovery -
Google Libros, n.d.). La prueba de interaccion social (IS) analiza el comportamiento de dos ratones que no
estan familiarizados entre si y su interaccion en una arena de campo abierto, proporcionando una medida de
interés social, considerando que una disminucién en la interaccion y una mayor evitacion activa en
comparacioén con ratones de grupos control son menos sociales (File, 1980; File & Seth, 2003; Lapin et al.,
1996).

Finalmente, las pruebas de Campo Abierto e Interaccion Social son Utiles para fenotipar comportamientos
animales que se asocian con aspectos de comportamiento observados en humanos que padecen o no una
enfermedad mental (Kraeuter et al., 2019).

Materiales y métodos

Modelo experimental

Se emplearon ratones de la cepa C57 Blc/6, se mantuvieron en condiciones estandar en un ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 (8:00 a.m.- 8:00 p.m.) con libre acceso a agua y alimento, con una temperatura de 18-
23°C y humedad 50-60%. Se mantuvieron en el Bioterio del Campus Celaya-Salvatierra de la Universidad de
Guanajuato. Se crearon dos grupos asignando los organismos de manera aleatoria, a un grupo se le
administro intraperitonealmente solucion salina al 0.9% (grupo salina) y al otro 5 mg/kg de kainato (grupo
kainato, KA, obtenido de Sigma-Aldrich).

Pruebas conductuales y tratamiento

Las pruebas conductuales se realizaron en un cuarto sonoamortiguado a una temperatura de 25-30°C,
humedad de 50-60% e iluminacion de 100 lumens. Las distintas pruebas permitieron evaluar procesos
cognitivos y sociales, y se realizaron en la semana 7 y 8 posnatales, previo a la segunda evaluacion se
administraron los distintos tratamientos.

Prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NORT)

Se evalué memoria de reconocimiento mediante una arena rectangular de 45 X 35 cm de color blanco. Se
configuraron camaras que videograbaron la arena de la prueba NORT para su posterior analisis. Se
establecieron 3 fases: habituacion, familiarizacién y reconocimiento de objeto novedoso, cada una de 10
minutos de duracion. La fase de habituacion se realizo introduciendo al raton en la arena sin objetos, en la
fase de familiarizacion los ratones se colocaron en la arena con dos objetos (A y B), en una ubicacién
equidistante, la fase de reconocimiento de objeto novedoso consistié en reemplazar el objeto B por un objeto
C (figura 2). Luego de los 10 minutos de duracion de cada una de las fases el raton era devuelto a una caja
de traslado para colocarse finalmente en su caja hogar, y procediendo a limpiar la arena con alcohol al 70%
antes de introducir al siguiente animal.
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Objetos

Fase 1. Habituacion Fase 2. Familiarizacion Fase 3. Reconocimiento de
Objeto Novedoso

Figura 2. Arena para la prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NORT, novel object recognition test, por sus
siglas en inglés), en sus tres fases: habituacion, familiarizacion y memoria de reconocimiento.

Calculo del indice de discriminacion

El indice de discriminacion se calcula como restando el objeto familiar al tiempo dedicado a explorar el objeto
novedoso, dividido entre la suma de ambos.

__ Tiempo novedoso—tiempo familiar

- Tiempo novedoso+tiempo familiar

Prueba de Interaccion Social (IS)

Se evalud la interaccion social en una arena rectangular de 45 x 35 cm de color blanco (figura 3). Se
configuraron camaras que videograbaron la arena de la prueba IS. Se establecieron 2 fases: familiarizacién
e interaccion social. En la fase de familiarizacion se colocaron dos contenedores vacios en la arena y se
introdujo al ratén a una distancia media de estos, en la fase de interaccién social se colocé un ratén que no
estaba familiarizado con el ratén experimental (estimulo social) en uno de los dos contenedores, dejando el
otro contenedor vacio, posteriormente se coloco al ratén en una distancia media de estos (figura 3).

Estimulc

Fase 1. Familiarizacion Fase 2. Interaccién Social
Figura 3. Arena para la prueba de Interaccion Social (IS). Fases de familiarizacién e interaccién social.
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En cada una de las fases se permitio la exploracion del ratén por 10 minutos, al finalizar cada etapa el raton
era devuelto a una caja de traslado para colocarse en su caja hogar y entre cada una de ellas se limpié la
arena con alcohol al 70%.

Analisis de datos en software de conducta

Al finalizar las pruebas conductuales se evaluaron los videos capturados en su realizacién, estos fueron
procesados y posteriormente analizados en el software Ethovision XT, donde se obtuvo lo siguiente:

a) Prueba de Reconocimiento de Objetos (NORT): Tiempo en zona de objeto novedoso, numero de
visitas al objeto novedoso vy,

b) Prueba de Interaccion Social: tiempo y frecuencia de interaccién con el estimulo social y frecuencia
en area social.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron y graficaron usando el programa GraphPad Prism 5.0. Se realizé una estadistica
descriptiva debido al nimero o de animales por grupo, los datos se expresaron en medias + EEM.

Consideraciones éticas

El estudio se realizé conforme a procedimientos descritos en el proyecto aprobado CIBIUG-P05-2018.

Resultados
Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso (NORT).
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Figura 4. indice de discriminacion del nimero de visitas al objeto novedoso. Se observa diferencia entre el grupo con administracién de solucién
salina y con administracion de kainato en la frecuencia de visitas al objeto novedoso.
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Figura 5. Indice de discriminacion del Tiempo de interaccién con el objeto novedoso. Se puede observar un mayor tiempo de interaccién con el objeto
novedoso en el grupo con administracion de solucién salina en comparacion con el grupo de administracion de kainato.
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Figura 6. Tiempo de interaccion con el estimulo social. Se observa una disminucién notable en la duracién de interaccién del grupo con
administracion de kainato con respecto a los grupos controles y aquel con administracién de solucién salina.
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Figura 7. Frecuencia de interaccién con el estimulo social. Se observa una disminucién del nimero de interacciones con el estimulo social del grupo de
kainato con respecto a grupos control y grupo con administracion de solucion salina.
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Figura 8. Frecuencia total en el drea social. Se observa menor frecuencia en el drea social del grupo con administracién de kainato respecto al grupo
con administracion de solucién salina
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Figura 9. Mapas de calor de grupo con administracién de solucién salina (A) y grupo con administracién de kainato (B), donde los colores frios
representar menor duracion en el drea, mientras que los cdlidos una mayor duracion. Se observa una mayor duracion de interaccién con la zona 'y
estimulo sociales en A, mientras que en B tiene una mayor duracion en el objeto vacio que no contiene el estimulo social.

Figura 10. Tracking de recorrido del grupo con administracién de solucién salina (A) y administracién de kainato (B). Se observa una mayor
prevalencia del raton en el drea y estimulo sociales con respecto al grupo de administracién de kainato en donde es notable la prevalencia en el drea
no social.

Discusion de resultados

En nuestro estudio evaluamos la memoria de reconocimiento y la interaccion social para investigar el efecto
de la modulacién de la liberacion de glutamato, por activacion de los receptores de kainato luego de la
administracion del agonista acido kainico. Encontramos que en el grupo administrado intraperitonealmente
con kainato, los resultados en NORT muestran una disminucién de la exploracién del objeto novedoso, asi
como en la frecuencia de visitas a dicho objeto, con respecto al grupo control al que se le administrd solucion
salina. De manera semejante, la conducta social se observé disminuida en el grupo con administracion de
kainato, con respecto al grupo administrado con solucién salina. Se propone que los efectos observables son
atribuibles a la administracion de acido kainico, el cual actia sobre el sistema glutamatérgico. Dichas
condiciones observables en el grupo kainato son comparables a conductas relacionadas a enfermedad
mental en el ser humano, es por ello por lo que es de importancia el estudio de este receptor y su potencial
activacion en eventos que pudieran modular la liberacién o inhibicion de glutamato en el sistema nervioso y
predisponer o contribuir a enfermedad mental.

El nimero de organismos por grupo permitié realizar estadistica descriptiva, un incremento en la n podra
poner en evidencia si las diferencias aqui observadas son significativas. Sin embargo, se encontraron
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resultados que son congruentes con la evidencia en estudios anteriores, acerca de la influencia del receptor
de kainato en la enfermedad mental, en concreto procesos cognitivos de memoria de reconocimiento y de
interaccion social, por lo que nuestros datos contribuyen al creciente acervo de la literatura sobre este
receptor, que pretende explicar su compleja participacion en la fisiopatologia de trastornos mentales.

Conclusion

Nuestros resultados sugieren que una modificacion de la neurotransmision en el sistema glutamatérgico
debido a la administracién de acido kainico y posterior activacion del receptor de glutamato de tipo kainato a
edades juveniles podria estar participando en una alteracion del procesamiento de la respuesta social y la
memoria de reconocimiento.
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