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Resumen

Actualmente, debido al confinamiento y aislamiento social por la pandemia COVID-19, los individuos podrian
responder de multiples maneras al estrés en funcidén de su experiencia, desde resilientes hasta presentar
alteraciones del comportamiento y trastornos mentales; sin embargo, no es claro a qué se debe tal resiliencia
o vulnerabilidad al estrés, que puede detonar diversas patologias. Nuestro grupo esta interesado en conocer
como alteraciones en la neurotransmision a diferentes etapas del desarrollo influyen en la manera en que se
responde al estrés psicoldgico. En el presente proyecto investigamos en el raton a edad juvenil, la modulacion
de la neurotransmisién glutamatérgica por activacion de receptores de glutamato de tipo kainato, lo cual
podria conferir vulnerabilidad a presentar alteraciones comportamentales, en concreto un cambio en la
respuesta de ansiedad. Se administr6 el agonista kainato a edad juvenil PD50-PD52, via intraperitoneal, a
una dosis (5 mg/kg) que no induce alteraciones semejantes a crisis epilépticas, y se evalué la conducta
asociada a ansiedad empleando las pruebas de campo abierto y laberinto en cruz de brazos elevados. Los
resultados sugieren que una modificacion de la neurotransmision en el sistema glutamatérgico, a edad joven
previo a la madurez, podria estar participando en una alteracién del procesamiento de la respuesta de
ansiedad.
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Antecedentes

Receptores de glutamato y enfermedad

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central de los mamiferos,
participa en la transmision sinaptica normal y en procesos neuropatolégicos; tiene un papel en la madurez
neuronal y la sinaptogénesis. Las alteraciones en el sistema glutamatérgico pueden contribuir a la etiologia
de numerosas neuropatologias, incluyendo la isquemia cerebral (Nesin et al., 2019), la enfermedad de
Alzheimer (Charkhkar et al., 2015; Flores et al., 2011; Hollmann, 1994), de Parkinson (Flores et al., 2011;
Hollmann, 1994; Willard & Koochekpour, 2013), en la corea de Huntington (Carvalho et al., 2019; Flores et
al., 2011; Hollmann, 1994), en la esclerosis amiotrofica lateral (Bursch et al., 2019; Lau & Tymianski, 2010;
Planas-Fontanez et al., 2020), la esquizofrenia (Beneyto et al., 2007; Jones et al., 2011; Lee & Zhou, 2019;
J. Negrete-Diaz et al., 2010), el autismo (J. H. Kim et al., 2020; Rogers et al., 2019), el retardo mental (Poot
et al., 2010; Turovskaya et al., 2017), en desordenes del estado de animo (Beneyto et al., 2007; Park et al.,
2015) y en la epilepsia (Albrecht & Zielinska, 2017; Clarkson et al., 2020; Yu et al., 2019).

El glutamato ejerce sus efectos a través de sus receptores, y para ello se requiere de una adecuada liberacion
para conservar la transmisién sinaptica normal; la alteracion de este equilibrio puede llevar a una disfuncion
del receptor, generando susceptibilidad a desarrollar enfermedad (Hollmann, 1994; Lau & Tymianski, 2010;
O’Rourke & Boeckx, 2020; Ozawa et al., 1998; Traynelis et al., 2010; Twomey & Sobolevsky, 2018). Los
receptores de glutamato estan organizados en dos grandes familias, ionotropicos y metabotrépicos, que se
muestran en la figura 1, (Hollmann, 1994; Lau & Tymianski, 2010; Mayer & Armstrong, 2004; Ozawa et al.,
1998; Traynelis et al., 2010).
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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, Il'y 1ll, receptores I, I y Il metabotrépicos a glutamato; AC, Adenilato Ciclasa; PLC, fosfolipasa C.

El receptor de kainato

Los receptores de kainato (KARs) son un subtipo de receptores ionotropicos de glutamato, participan en la
neurotransmisiéon en muchas regiones del sistema nervioso central donde fueron originalmente descritos en
la presinapsis, y que se encuentran en las células piramidales e interneuronas del hipocampo, la amigdala
lateral, el ganglio de la raiz dorsal, en las células bipolares de la retina, en la corteza cerebral, el globo palido
y en cerebelo (Huettner, 2003a), y participan en la transmision sinaptica, en algunas formas de plasticidad, y
también su funcién alterada puede subyacer a estados neuropatolégicos varias enfermedades
neurodegenerativas y desordenes del estado de animo (Andrade-Talavera et al., 2012; Bliss et al., 2016;
Falcon-Moya et al., 2018; Huettner, 2003a; Lerma & Marques, 2013a; José Vicente Negrete-Diaz et al., 2012).
Ademas, los KARs también se encuentran en la presinapsis, donde modulan la liberacién del neurotransmisor
(Huettner, 2003b; Lerma, 2003; José V. Negrete-Diaz et al., 2006).

En relacion a desérdenes del estado de animo, en particular la vulnerabilidad al estrés, que genera desde
ansiedad hasta el desorden de estrés postraumatico (DSPT), y que tiene un considerable impacto sobre la
funcién cognitiva, como la atencion, el aprendizaje y la memoria, asi como en los fenémenos de plasticidad
sinaptica, bien caracterizados (Gould et al., 1998; J J Kim et al., 1996; McGaugh et al., 1996; Watanabe et
al., 1992) y en continuo estudio (E. Dong & Pandey, 2021; Gould et al., 1998; Murphy-Royal et al., 2020;
Pedrazzoli et al., 2019; Z. Z. Zhang et al., 2020), el receptor de kainato tiene una participacion relevante, dada
su capacidad para modular la intensidad de la neurotransmisién, cuyo equilibrio se altera en respuesta a
experiencias emocionales intensas, tal como se ha visto en el incremento de la frecuencia de crisis (Arida et
al., 2009; Haut et al., 2003); debe considerarse importante que el estrés tiene efectos a lo largo del tiempo,
son especificos de la region, en particular de estructuras limbicas (Garcia, 2002; Jeansok J. Kim et al., 2006).

Los trastornos mentales son un problema que afecta seriamente a la poblacion mexicana, de modo que es
importante explicar los factores celulares que intervienen en la generacion de dichos trastornos. Al ser el
sistema glutamatérgico una pieza clave en la neurotransmision, resulta de importancia investigar el papel de
los receptores de kainato en la modulacion de la liberacion de glutamato en etapas juveniles del desarrollo,
que podria asociarse a la alteracién de la respuesta de ansiedad.

Material y Métodos

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, temperatura 18-23°C y
humedad 50-60%, en el Bioterio del Campus Celaya-Salvatierra de la Universidad de Guanajuato. Se
dividieron en 2 grupos de manera aleatoria, con cinco ratones por grupo, se administré intraperitonealmente
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ya sea solucion salina (grupo Salina, 0.9%), o bien 5 mg/kg de acido kainico (grupo kainato, KA, obtenido de
Sigma-Aldrich), en un protocolo de administracion repetida, durante tres dias consecutivos.

Prueba de campo abierto. Se evaluo la actividad locomotora en un cuarto sonoamortiguado, con luz
controlada a 100 Lx, la arena fue una caja de forma cubica de 60 x 60 x 60 cm, de acrilico y de color blanco
(Fig. 2). La zona de interés se configura en esta ocasion en el software con una cuadricula denominada centro
vs. borde. Se coloca el animal en una de las esquinas orientado hacia la pared, se deja explorar libremente
por espacio de 10 minutos y se videograba desde la parte superior, transcurrido el tiempo se retira y se limpia
la arena con alcohol al 70%. El video posteriormente se analiza con el programa Ethovision XT v16 para
obtener principalmente la distancia total y por periodos de 2 minutos, ademas del tiempo y frecuencia de
entradas en cada una de las zonas (centro vs. bordes), asi como la trayectoria recorrida y preferencia de
lugar mediante un mapa de calor generado por el programa. Dado que la n es baja, por ahora sélo se realizé
estadistica descriptiva.

C A M 3

Figura 2. Arena para la prueba de campo abierto en ratdn, al interior del cuarto de conducta.

Prueba del laberinto en cruz de brazos elevados. Para valorar la ansiedad se empled la prueba de laberinto
en cruz, consiste en cuatro brazos en forma de cruz, de 10 x 50 cm, dos de ellos son opuestos y poseen
paredes de 40 cm de altura (brazos cerrados), los otros dos no tienen paredes (brazos abiertos), (Fig. 3),
colocado dentro de un cuarto sonoamortiguado, con luz controlada a 100 Lx. Se coloca al animal en el centro
de la arena, de 10x10 cm, orientado hacia uno de los brazos abiertos, por espacio de 10 minutos y se
videograba, luego de este tiempo se retira el animal y la arena se limpia con alcohol al 70%. Empleando
Ethovision XT v16 se midié el niumero de entradas (frecuencia, preferencia de lugar) a cada par de brazos
abiertos o cerrados, asi como el tiempo total que permanecen en ellos, principalmente, asi como la distancia
recorrida. Los brazos abiertos representan un estimulo estresante por lo que el animal tiende a entrar en ellos
con menor frecuencia y tiempo, por lo que suele ser mayor la frecuencia de entradas y el tiempo invertido en
los brazos cerrados. Dado que la n es baja, por ahora sélo se realizd estadistica descriptiva.
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Figura 3. Arena para la prueba del laberinto en cruz de brazos elevados, al interior del cuarto de conducta.

Anélisis estadistico. Los datos fueron analizados y graficados usando el programa GraphPad Prism 5.0.
Considerando el numero de animales por grupo sélo se realiz6 estadistica descriptiva, los datos estan
expresados en medias + EEM.

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

Resultados

La administracion de KA modifica la actividad locomotora basal

Los resultados de la evaluacion de la actividad locomotora en la prueba de campo abierto no son
concluyentes, considerando que el numero de animales es bajo; sin embargo, se pudo observar una
tendencia a una disminucion en la distancia recorrida por los animales que recibieron el tratamiento con
kainato (KA), (salina: 66.43 + 3.41 m vs. KA: 57.52 £ 6.99 m, Fig. A). Ademas, la trayectoria del recorrido fue
conforme a lo esperado y descrito en la literatura, de tal modo que los animales prefirieron desplazarse a
través de los laterales y las esquinas, evitando el centro; sin embargo, el recorrido de los animales con KA
refleja que evitaron en mayor medida el centro (Fig. A2). Por otra parte, el perfil temporal (Fig. 5 A) muestra
que existe un incremento en la actividad al inicio de la prueba, en particular en el primer periodo de 2 minutos,
siendo éste claramente menor en los animales administrados con KA (20.64 cm vs. 16.89 cm).
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Fig. 4. Trayectoria del recorrido y mapas del calor en la prueba de campo abierto. En A1, se muestra la navegacion del grupo salina'y en A2 la del
grupo con KA; puede apreciarse una disminucion de la actividad locomotora de KA. En B2, el mapa de calor del grupo KA refleja claramente la
evitacion del centro, indicativo de un mayor nivel de ansiedad, e igualmente menor movimiento.
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Fig. 5. Cuantificacion del efecto de la administracion de kainato sobre la actividad locomotora. En A, se muestra la distancia total recorrida por cada
grupo; en B, se presenta el perfil temporal de la actividad locomotora en periodos de dos minutos, mostrando un pico de actividad durante los dos
primeros minutos. En azul se representa el grupo salina y en rojo el grupo kainato. Los datos se expresan como la media +/- error estdndar.

La administracion de KA altera la respuesta de ansiedad

La prueba del laberinto en brazos elevados mostré que el nivel de ansiedad en todos los animales antes del
tratamiento fueron muy similares, evidenciado por un tiempo de permanencia (206.8 +30.36 vs. 200.3 +23.35
seg) y un ndmero de visitas (25.4 +1.5 vs. 26.4 +2.54 visitas) similares en los brazos abiertos (Fig. 6, A1y
B1, Fig. 7A); sin embargo, luego del tratamiento dicha respuesta se incrementd, en ambos grupos, reflejada
por una disminucion en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos (Fig. 6 A2 y B2, 7A). Resulta
interesante que a consecuencia de la administracion de KA, este grupo parece mostrar una tendencia a
reducir su nivel de ansiedad, evidenciada por un incremento en los parametros sefialados, esto es, en el
tiempo (76.84 £16.89 vs. 107.8 +22.2 seg) y numero de visitas (14.6 2.6 vs. 21.6 5.6 visitas) en los brazos
abiertos (Fig. 7 Ay B).
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Fig.6. Trayectoria del recorrido y mapas del calor en la prueba del laberinto de brazos elevados, antes (A1y B1) y después (A2 y B2) del tratamiento,
en ambos grupos.

250+ B

401

Tiempo en brazos abiertos (seg)
Numero de visitas a brazo abierto

Fig. 7. Cuantificacion del tiempo y nimero de visitas en los brazos abiertos antes (columnas sin color) y después (columnas con color) del tratamiento.
Los valores se expresan como la media +/- error estdndar.
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Fig. 8. Perfil temporal del tiempo de permanencia en brazos abiertos en intervalos de dos minutos.

Discusion

El estudio del movimiento en los organismos es una ventana al funcionamiento del cerebro, en particular sus
procesos emocionales y motivacionales, de modo que su evaluacién nos permite tener una estimacién del
estado mental en condiciones normales y neuropatolégicas. En este trabajo se modul6 la actividad del
sistema glutamatérgico mediante la activacion del receptor de kainato, un receptor tipicamente considerado
con una funcion ionotrépica, ahora sabemos que también tiene un rol a través de vias metabotrépicas. Si bien
el 4cido kainico tradicionalmente se ha empleado para inducir crisis o para lesionar, la dosis empleada aqui
fue considerablemente menor a las usadas en esos protocolos, sin cambio perceptible en la conducta del
roedor, por lo cual la activacion fue minima, y la consideramos apenas una modulacién, que se repitid por
tres dias consecutivos a fin de inducir un cambio leve pero apreciable. Dicha modulacién se realizé en la
ultima semana previa a la adultez en el ratén, una etapa considerada menos vulnerable a las mas tempranas
en el desarrollo; sin embargo, en el adulto las conexiones sinapticas no terminan sino hasta después de los
20 anos, cuando se reduce la poda sinaptica, por lo que el periodo en el que se administré6 KA aun podria
generar un cambio duradero en la transmisidn excitatoria (e inhibitoria, que no se trata aqui), aunque en esta
ocasion la evaluacién postratamiento inicié al dia siguiente de la ultima aplicacion de KA, por lo que el efecto
observado fue a corto plazo.

Los resultados, aunque preliminares, muestran que una modificaciéon en la neurotransmision glutamatérgica
puede impactar respuestas que involucran a otros sistemas como el dopaminérgico. Conviene tener presente
el papel del glutamato en la formacién de memorias, incluyendo las de miedo, que incluso llegan a convertirse
en fobias, incluyendo un nimero considerable de estructuras limbicas que utilizan a este neurotransmisor,
tales como la amigdala, el hipocampo ventral y la corteza media prefrontal, todas ellas con conexiones
bidireccionales y que expresan al receptor de kainato, mismo que se ha reportado involucrado en otros
trastornos como el desorden bipolar, el autismo y la esquizofrenia, donde la respuesta de ansiedad se puede
encontrar alterada.

Aqui se mostré6 como la activacién por kainato puede alterar la actividad locomotora asociada a ansiedad,
evaluada en campo abierto, donde se observo un decremento de dicha actividad, asi como una evitacion de
espacios naturalmente ansiogénicos para el roedor; resulta interesante que, en la prueba del laberinto en
cruz de brazos elevados, esta respuesta no mostré una diferencia entre los animales control y los tratados
con KA, aunque se ve una disminucion de la conducta asociada a ansiedad en los primeros minutos de la
prueba, estos datos se revisaran al completarse la n de ambos grupos y se definira la tendencia. También
debe considerarse que la duracion del estudio fue corta, y las manipulaciones frecuentes a los organismos
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pudieron modificar la respuesta, a saber, ademas de las pruebas descritas aqui, se realizaron unas
reportadas en otro documento, lo cual podria haber inducido un nivel de estrés que explicara el por qué los
animales iniciaron con un nivel de ansiedad similar, y al final ambos grupos tuvieron un incremento en la
respuesta de ansiedad, lo cual pudo afectar el efecto del tratamiento con KA; por ello, en estudios posteriores
conviene realizar las pruebas con mayor espaciamiento, en este caso, las pruebas se realizaron en el mismo
dia, y finalmente, incrementar el nimero de organismos por grupo, a fin de tener resultados mas claros.

Conclusion

La neurotransmisién glutamatérgica normal es importante para una adecuada expresién de la respuesta de
ansiedad ante estimulos estresantes, y aunque pueda ser mas sensible en etapas tempranas del desarrollo,
en edades préximas a la edad adulta también una alteracién en este sistema neurotransmisor puede llevar a
alteracion de los circuitos que lo utilizan, involucrando a aquellos responsables de las respuestas
emocionales; asi, una alteracion del sistema glutamatérgico por activacion de receptores de tipo kainato,
modifica la respuesta de ansiedad ante estimulos moderadamente estresantes.
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