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RESUMEN

Durante los ultimos afios, la poblacién mundial ha estado envejeciendo a un ritmo
cada vez mas acelerado y se espera que para el afio 2050 cerca de una cuarta parte
tenga mas de 60 afios, por lo que, el envejecimiento de la poblacion seréa uno.de los
grandes retos econdmicos y sociales. Una de las consecuencias del envejecimiento
es la pérdida de las funciones cognitivas, la cual se ha asociado con una disminucién
en el funcionamiento del receptor NMDA. Este receptor requiere para su adecuado
funcionamiento la presencia del aminoacido D-serina. La D-serina es un-co-agonista
endogeno para el sitio de unién de la glicina en el receptor NMDA el cual modula
funciones cognitivas como la flexibilidad cognitiva, aprendizaje. y memoria. El
tratamiento con D-serina para evitar el deterioro cognitivo ha ofrecido una alternativa
para mejorar el nivel de vida en la vejez. Sin embargo, se conoce poco de los efectos
gue podria tener el tratamiento cronico con D-serina sobre la morfologia de los tejidos
como el nervioso y renal. En el presente trabajo se analizé el efecto de la D-serina
sobre las ramificaciones dendriticas neuronales y la densidad de espinas en las
neuronas de la corteza prefrontal. Para esto, se administré6 D-serina de manera
cronica a ratas envejecidas, en dosis de 30 y 300 mg/Kg. Posterior al tratamiento las
ratas fueron sacrificadas por decapitacion y se extrajeron tanto el rifidn como el
cerebro para su analisis histolégico. Encontramos que a dosis altas de D-serina (300
mg/kg) no se modifico la morfologia de las ramificaciones dendriticas, sin embargo,
si hubo un aumento en el nUmero de espinas totales, en especifico sobre las espinas
delgadas y filopodias. En cuanto a la morfologia del riién se observé un aumento en
la longitud de las células que conforman al tabulo, sin embargo, la longitud del tubulo
en su totalidad disminuye al no haber espacio en el lumen de la célula, lo que nos
sugiere que no causa nefrotoxicidad. A dosis bajas de D-serina (30 mg/kg) no se
modificé de manera significativa la morfologia de las ramificaciones dendriticas, sin
embargo, si hubo un aumento en el nUmero de espinas totales. En cuanto a la
morfologia del riidn se observdé un aumento en la longitud de las células que
conforman al tubulo sin cambios significativos en los deméas parametros.



1. ANTECEDENTES

1.1 Envejecimiento

La poblacion mundial esta teniendo un ritmo de envejecimiento cada vez mas
acelerado durante los ultimos afios debido al incremento en la esperanza de vida
(Wong y col., 2015). Tan solo en el afio 2017, las personas mayores.de 60 afos
representaban el 13% de la poblacion (Figura 1), sin embargo, para el 2050 se espera
gue esta poblacién ascienda a casi 2 billones, es decir, aproximadamente un cuarto
de la poblacion total (United Nations, 2017). En el caso de México, la esperanza de
vida promedio es de 75.5 afios, siendo para las mujeres de 73 afos y para los
hombres de 78 afios respectivamente (INEGI, 2016).Sin embargo, la esperanza de
vida saludable es de solo 65.8 afios en promedio, que corresponde a una edad de
65.5 afos para las mujeres y de 66.2 afios para los hombres, lo que nos indica que
las personas han empezado a vivir mas pero no necesariamente en mejores

condiciones (Manrique-Espinozay col., 2013).
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Figura 1. Distribucion de la poblacion por sexo y grupos de edad en México en
diferentes etapas. Porcentaje de la poblacion por sexo durante 1950 (izquierda),
2017 (centro) y la proyeccion para 2050 (derecha) (United Nations, 2017).



En los siguientes afos, el envejecimiento de la poblacion sera uno de los grandes
retos econdmicos y sociales, debido a los altos costos en salud publica que
representa, (Bloomy col., 2015) ya que a medida que la poblacion llega a esta edad,
el porcentaje de morbilidad aguda, atencion ambulatoria y hospitalizacion aumenta
comparada con otros grupos (Gonzalez-Gonzalez y col., 2011). Tan solo en México,
se estima que a medida que las personas llegan a los 60 afos el costo promedio
anual en atencion meédica aumenta conforme su estado de salud se va deteriorando,
siendo de $24, 260 MXN el de un adulto mayor sin problemas de salud, comparado
con los $51, 462 MXN de uno con enfermedades relacionadas con la edad (Salinas-
Rodriguez y col., 2019). Aunado a lo anterior y considerando que cerca del 30-40%
de la poblacion en este rango de edad vive en pobreza y no tiene acceso a atencion
médica adecuada (Angel y col., 2016) el costo se eleva en este sector. Asimismo, las
instituciones de salud no consideran un presupuesto para servicios preventivos ni
cuentan con el personal suficiente para atender-a este grupo vulnerable (Nikolich-
Zugich y col., 2015).

En términos bioldgicos, el envejecimiento se define como el proceso de deterioro a
través del tiempo de las funciones fisiologicas necesarias para la supervivencia
(Gilbert, 2000). La pérdida de la homeostasis lleva a la acumulacién de mdultiples
formas de dafio y el desarrollo de patologias en diferentes tejidos que llevan a la
enfermedad (Niccoli y Partridge, 2012). Este proceso normalmente se manifiesta con
la pérdida gradual de las funciones de los sistemas sensoriales como la audicién y la
agudeza visual, asi como una disminucion en la fuerza fisica (Jaul y Barron, 2017).
Al mismo tiempo, se observa una disminucion en las habilidades cognitivas, lo que
consiste en la disminucién del rendimiento en tareas como la memoria de trabajo y
las funciones ejecutivas (Mattson y Arumugam, 2018). Aunque el envejecimiento por
si mismo no se considera una enfermedad (Rattan, 2014), es un factor que
predispone al desarrollo de algunas enfermedades crénicas como el cancer,
enfermedades cardiovasculares, osteoporosis, hipertension, diabetes mellitus tipo Il

(Jaul y Barron, 2017) y neurodegenerativas como el Alzheimer (Foster y col., 2017).



Hasta hace algunos afios, se tratd de explicar el envejecimiento como el resultado
de la afectacion de un solo factor en particular, sin embargo, ahora es claro que el
envejecimiento no se puede comprender como un proceso de manera aislada, sino
qgue es producto de la interaccion entre diferentes factores (Mc Auley y col., 2017).
Es decir, el envejecimiento es un proceso complejo que depende de la disminucion
o el mal funcionamiento de un conjunto de mecanismos moleculares y celulares
(Titorenko, 2018). A nivel molecular, se observa un incremento en las especies
reactivas de oxigeno que, a su vez, provocan dafio oxidativo (Davalli y col., 2016;
Maynard y col., 2015). En el caso del DNA, se presenta ademas un acortamiento de
los telémeros (Prasad y col., 2017) y cambios epigenéticos importantes a nivel de la
cromatina (Kane y Sinclair, 2019). Esta desorganizacion afecta a nivel celular
causando la pérdida de las funciones intrinsecas. como la divisién celular, la
comunicacion y el transporte que lleva a un aumento en la susceptibilidad a la muerte
celular (Navaratnarajah y Jackson, 2017) y finalmente se afecta la funcién del tejido

gue resulta en enfermedades relacionadas con la edad.

1.2 Envejecimiento y el sistema nervioso

Los cambios morfoldgicos y fisiologicos asociados a la edad ocurren en todos los
organos (da Costa y col., 2016). De manera particular, estos cambios en el cerebro
se asocian a la pérdida de las funciones cognitivas. Anatdmicamente, el cerebro se
divide en sustancia gris, que incluye los cuerpos celulares, dendritas de la corteza
cerebral y nucleos corticales; y la sustancia blanca, en donde se encuentran los
axones-mielinizados que conectan con las estructuras de la materia gris (Carroll,
2018). Durante el envejecimiento, se presentan cambios estructurales en el encéfalo
como la disminucién en su peso y volumen, ademas del aumento del tamafo
ventricular (Viadero y col., 2017). Sin embargo, no todas las areas cerebrales se
afectan en la misma proporcion (Pini y col., 2016), en la materia gris la disminucion
es mas considerable en zonas como la corteza prefrontal y en el I6bulo temporal, en
donde se encuentra el hipocampo (Harada y col., 2013). En el caso de la materia

blanca se presenta una mayor disminucién en comparacion con la gris en areas como



el l6bulo frontal y el cuerpo calloso (Liu y col., 2017). Anteriormente se habia
relacionado la disminucion del volumen con la pérdida neuronal (Murman, 2015), sin
embargo, se ha reportado que durante el envejecimiento se presenta una
disminucién no mayor al 10% en el nimero de neuronas en regiones especificas del
sistema nervioso, respecto a adultos jévenes (Pannese, 2011). Ademas, se reportan
cambios en la morfologia de las neuronas, como la contraccién del soma, regresion
de las dendritas, disminucion de axones, desmielinizacion y pérdida de espinas
(Dickstein y col., 2007; Murman, 2015; Rizzo y col., 2015). Ademas; se ha sugerido
gue el deterioro cognitivo estd mas asociado con alteraciones enla transmision
sinaptica que con la pérdida neuronal (Petralia y col.; 2014). En el caso del
envejecimiento patoldgico, la alteracion de la homeostasis fisiol6gica conduce a una

pérdida significativa de sinapsis (Dorostkar y col., 2015).

1.3 Transmision quimica

La transmision sinaptica es el medio por el cual las células nerviosas se comunican
entre si en el sistema nervioso, ocurre mediante la liberacién de neurotransmisores
desde las terminales presinapticas del axdn a las postsinapticas en las terminaciones
dendriticas (Caputo y Jaffe, 2005), lo que constituye la base de la plasticidad y
aprendizaje en el sistema nervioso (Kennedy, 2013). Estudios recientes han
mostrado que el envejecimiento produce cambios a nivel celular que afectan la
transmision sinaptica reduciendo la respuesta postsinaptica y produciendo una
disminucién-de la excitabilidad neuronal que contribuyen a la aparicion de déficits
cognitivos (Kempsell y Fieber, 2015).

La sinapsis es la estructura responsable de la transmisién quimica y se define como
la zona de contacto entre dos neuronas (Kandel y Siegelbaum, 2013) sin embargo
se ha propuesto la participacion de un tercer elemento: los astrocitos, que dio paso
al concepto de sinapsis tripartita (Araque y col., 1999). Esta postula que hay una
comunicacion bidireccional entre neuronas y astrocitos (Figura 2), ya que tras la
liberacién de neurotransmisores hacia la hendidura sinaptica, estos son detectados

por diferentes receptores en la superficie de los astrocitos lo que lleva al aumento de
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las concentraciones de calcio intracelular para generar respuestas como la liberacion
de sustancias activas (glutamato, ATP, D-serina) llamadas gliotransmisores que

regulan la transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal (Panatier y col., 2014).

Neurona
presinaptica

Neu;ona
postsindptica

Figura 2. Esquema de la sinapsis tripartita. Sinapsis formada por las estructuras pre
y postsinapticas en las neuronas (gris) y el elemento astrocitico (amarillo). Durante
la transmision sinaptica, el glutamato liberado en la hendidura sinéptica activa
receptores postsinapticos (AMPA y NMDA), asi como receptores metabotropicos en
astrocitos (1), lo que lleva a elevaciones intracelulares de Ca2+ (2). A su vez, el
astrocito regula la eficacia de la transmision a través de la liberacion de
gliotransmisores (3) (Panatier y col., 2014).

Las sinapsis pueden ser de dos tipos: excitatorias o inhibitorias, las primeras generan
potenciales sinapticos excitatorios, mejor conocidos como potencial postsinaptico
excitatorio que despolarizan a la membrana de la célula postsinaptica y aumentan la
probabilidad de generar un potencial de accion; por otro lado, las inhibitorias
producen potenciales postsinapticos hiperpolarizantes que producen el efecto
contrario (Purves y col., 2001). Las sinapsis que se establecen en los somas de las
neuronas a menudo son inhibitorias, mientras que la mayoria de las sinapsis
excitatorias se llevan a cabo en pequefias protuberancias dendriticas, llamadas

espinas dendriticas (Boros y col., 2017).



1.4 Espinas dendriticas

Las espinas dendriticas son estructuras especializadas de un tamafio que varia entre
las 0.5-2 um y un volumen de las 0.01 pm? a 0.8 um? (Wang y col., 2016). Cada
espina esta conformada por tres estructuras basicas: una base en la union con el eje
dendritico, una regién estrecha llamada cuello y una region bulbosa llamada cabeza
(Hotulainen y Hoogenraad, 2010). En la cabeza de estas espinas se encuentra el
sitio postsinptico que recibe el nombre de densidad postsinaptica (DPS)y se refiere
al conjunto de receptores, canales y proteinas de sefalizacion. Esta espina
establecera contacto sinaptico con el boton presinaptico del axéon mas cercano
(Figura 3) (Hering y Sheng, 2001).

Estructuralmente, las espinas estan formadas por un citoesqueleto enriquecido en
filamentos de actina (F-actina) a lo largo de la espina y microtlibulos en la base (Ju
y Zhou, 2018). De la remodelacion de estos filamentos, depende su formacion,
maduracion y plasticidad, por lo que se dice son altamente dindmicas (Korobova y
Svitkina, 2010). Debido a que la mayoria de las sinapsis tienen una sola DPS por
espina, se cree que su funcién consiste en crear compartimentos para la respuesta
postsinaptica aislando la sefializacion quimica y eléctrica para restringir la difusion
de las moléculas (Bosch .y Hayashi, 2012), ademas de que juegan un papel
importante en el aprendizaje y la memoria, al ser los sustratos celulares para el

procesamiento de la informacion (Fortin y col., 2012).



Receptores de glutamato

Moléculas de
adhesion

Cabeza

Cuelio

Base

Microtibulos

Figura 3. Diagrama de la estructura de una espina dendritica. En la parte superior
se muestra la membrana postsinaptica que contiene la densidad postsinaptica
(PSD; azul), las moléculas de adhesion (gris) y los receptores de glutamato
(marron), la actina (lineas negras) y los microtubulos (amarillo). Los extremos de
polimerizacién de actina se indican en rojo (Hotulainen y Hoogenraad, 2010).

La clasificacién de las espinas ha cambiado a lo largo de la historia. Asi, en 1970
Peters y Kaiserman-Abramof. propusieron tres categorias: espinas “mushroom”
(forma de hongo), “thin” (forma delgada) y “stubby” (forma enana), basadas en el
tamafio del cuello y la forma de la cabeza (Nimchinsky y col., 2002). Las espinas en
forma de hongo tienen cabezas bulbosas y de gran tamafio conectadas a la dendrita
por un cuello largo y estrecho, las espinas delgadas tienen una cabeza mas pequefia
y las enanas carecen o tienen cuello muy corto (Ghaniy col., 2017). Posteriormente,
se agrego otra categoria: las filopodia, que se ha propuesto que podria ser un
precursor de las espinas dendriticas (Figura 4) (Kanjhan y col., 2016). De acuerdo a
su-grado de maduracién, presentan cambios en su morfologia que estan ligados a
su funcién en la modulacién sinaptica (Risher y col., 2014). Las formas inmaduras
como las filopodias, son estructuras largas, altamente dinamicas y de corta duracion,
mientras que las completamente maduras como el tipo hongo son mucho mas
estables y contiene una gran variedad de receptores de neurotransmisores (Lai y Ip,

2013). Debido a estas caracteristicas individuales, se ha propuesto que, las espinas
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tipo hongo podrian mediar fuertes corrientes sinapticas y por lo tanto recuerdos a
largo plazo, mientras que las espinas delgadas estan asociadas con un alto grado de
plasticidad y al aprendizaje de nueva informacion (Qiao y col., 2016). Ademas, de
acuerdo con la eficacia en la funcion sinaptica, se ha reportado que existe una
relacion entre el tamafio de la espina y la fuerza sinaptica, ya que el volumen de la
cabeza de la espina tiene una relacion directamente proporcional con la DPS
(Ebrahimi y Okabe, 2014) y que el tamafio del cuello de la espina puede ser critico
en la propagacion de la sefializacion de Ca?* (Higley y Sabatini, 2012).
Recientemente se ha puesto en evidencia la relacion entre la actividad sinaptica que
se refleja en la morfologia de las espinas y los cambios funcionales que se llevan a
cabo en el cerebro, sobre todo durante algunas patologias (van Spronsen y
Hoogenraad, 2010). De manera particular, las alteraciones que implican la pérdida
de la estabilidad de las espinas dendriticas durante la edad adulta se han asociado
con la aparicion de trastornos neurolégicos como la esquizofrenia o enfermedades
neurodegenerativas durante el envejecimiento como el Alzheimer y el Parkinson

(T@nnesen y Nagerl, 2016).

[nmaduras ﬁ Maduras

Filopodia Delgadaslargas Delgadas  Enanas Hongo

Figura 4. Clasificacion de espinas dendriticas de acuerdo a su grado de
maduracién. De izquierda a derecha: filopodias son precursores de espinas
dendriticas y van de 3-10 um, espinas delgadas “thin” donde la altura es mayor que
el didmetro, espinas enanas “stubby” donde la altura es igual que el diametro y
espinas hongo “mushroom” donde el diametro de la cabeza es mayor al del cuello.
(Risher y col., 2014).



1.5 Corteza prefrontal

Una de las estructuras cerebrales que se ha visto mas afectada por el
envejecimiento, es la corteza prefrontal (CPF). Esta estructura se encuentra ubicada
en la parte mas anterior del I6bulo frontal y esta dividida en tres subregiones: medial,
lateral y orbital (Siddiqui y col., 2008). Esta conectada de manera abundante y
reciproca con estructuras corticales y subcorticales como el talamo, ganglios
basales, hipotalamo, amigdala e hipocampo, asi como cortezas de asociacion en el
I6bulo temporal y parietal (Fuster, 2009). Es responsable de las funciones ejecutivas
complejas, como la memoria de trabajo, la planificacién y el comportamiento dirigido
a objetivos (Chudasama, 2011). De manera especifica, se ha propuesto que la CPF
lateral estd implicada en el lenguaje y funciones ejecutivas, mientras que las regiones
orbital y medial del CPF estan involucradas en el procesamiento y en la regulacion

del comportamiento emocional (Uytun, 2018).

Durante el envejecimiento normal, se ha reportado que los arboles dendriticos, que
integran la informacién de las entradas sinapticas, sufren una regresion progresiva
en zonas como la corteza prefrontal (Dickstein y col., 2012), la disminucion y
acortamiento de la ramificacion dendritica (Mota y col.,, 2019), asi como la
disminucién de las espinas dendriticas o la pérdida de plasticidad sinaptica (Peters,
2006). Estudios recientes indican que el envejecimiento normal se asocia con
alteraciones en la morfologia de las espinas dendriticas que son las responsables de
las afectaciones de la plasticidad en la corteza prefrontal (Bloss y col., 2011), ademas
de que,en individuos con deterioro cognitivo relacionado con la edad, las funciones
ejecutivas relacionadas con la CPF son las primeras en verse afectadas (Dotson y
col., 2016). Estudios en neuroimagen indican que esta zona presenta mayor
disminucién de volumen con la edad (Nyberg y col., 2010) ademéas de una menor
densidad sinaptica (Solbakk y col., 2008). En un experimento hecho por Morrison y
Baxter, 2012 (Figura 5) se observo que la pérdida de espinas dendriticas asociadas

al envejecimiento se presentd en su mayoria (46 %) en espinas delgadas lo que



sugiere que en la corteza prefrontal este tipo de sinapsis de alta plasticidad son mas

vulnerables al envejecimiento.

Figura 5. Espinas dendriticas de neuronas corticales en primates no humanos
jovenes y viejos. Reconstruccion de neuronas corticales prefrontales marcadas con
Lucifer Yellow de primates no humanos jévenes (A) y viejos (B). El rectangulo
muestra un segmento dendritico basal en cada neurona en A y B respectivamente.
(C). Barra de calibracion 50 y 10 ym (Morrison y Baxter, 2012).

1.6 Receptores NMDA

Dado que las espinas dendriticas son estructuras especializadas en la transmision
sinaptica, poseen en su superficie una gran cantidad de receptores glutamatérgicos,
los cuales tienen un papel clave en procesos cognitivos como el aprendizaje y la
memoria (Avila y col., 2017). El glutamato, el neurotransmisor excitador primario por
excelencia, puede modificar el funcionamiento de las neuronas al activar receptores
metabotropicos (acoplados a proteinas G) o ionotropicos. Estos ultimos, son canales
ionicos activados por ligandos que estan conformados por los receptores acido a-
amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionico (AMPA), 2-carboxi-3-carboximetil-4-
isopropenilpirrolidina (Kainato) y los receptores N- metil-D- aspartato (NMDA) (Mota
y col., 2014). Los receptores NMDA son heterotetrAmeros compuestos de
dos subunidades GIuN1 de unién a glicina o D-serina y dos subunidades GIuN2

(GIuN2A-D) de unién a glutamato (Liu y col., 2019). Para su activacion (Figura 6),
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ademas del glutamato, requiere de la union de un co-agonista en el sitio de glicina 'y
la remocién del Mg*? del poro del canal para permitir el paso de iones Ca?* y Na*al
interior y la salida de K* (Bardaweel y col., 2014). La evidencia indica que la D-serina
y no la glicina, es el principal agonista endoégeno del receptor NMDA (Billard, 2015).
Recientemente, se ha propuesto una posible relacién entre la disminucion en los
receptores NMDA vy el deterioro cognitivo (Kumar, 2015), ademas de su implicacion
en desdrdenes neuroldgicos como esquizofrenia, epilepsia, Alzheimer y accidentes
cerebro vasculares debido a una desregulacion en su activacion (Zhu y.col., 2016).

mg?*
® ca¥Na’ @
® 09 ®o o

Sitic de union a D-serina = A B, -~ Sitio de union a glutamato

@® Glutamato
® D-serina

KQ

Figura 6. Elementos claves para la activacion del receptor de
NMDA. Representacion de la unién del glutamato y co-agonista de glicina o D-
serina del receptor NMDA, remocién de Mg ?* del canal y paso de los iones Ca?*y
Na* dentro de la neurona y salida de los iones K* (Cioffi, 2013).

1.7 D-serina

La D-serina es un enantiomero de la L-serina, sintetizado de novo en mamiferos
(Suzukiy col., 2017). Esta presente en el plasma y de manera particular en el sistema
nervioso (Williams y col., 2003). En este ultimo, su origen ha sido ampliamente
discutido ya que se ha propuesto que es liberada tanto por astrocitos (Lopez-Hidalgo
y col., 2012) como por neuronas (Mackay y col.,, 2019). En humanos, los D-

aminoacidos son obtenidos por su biosintesis, mediante la enzima Serina Racemasa
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(SR) (Wolosker, 2018). La SR cataliza tanto la racemizacion como la eliminacion a,
B de los enantiomeros de serina (Balu y col., 2014). Por otro lado, la degradacion
primaria (Figura 7) se lleva a cabo por la D-aminoacido oxidasa (D-AAQ), una oxidasa
dependiente de flavina, que cataliza su eliminacion a través de su desaminacién
oxidativa, produciendo a-ceto acido, amoniaco y peroxido de hidrogeno (Williams 'y
col., 2003). De igual manera, se ha mostrado un mecanismo alterno donde la SR
convierte la D-serina en L-serina para su desaminacion por la Serina Deshidratasa
para producir piruvato (Durrant y Heresco-Levy, 2014). Esta enzima esta presente
en higado, cerebro y en mayor proporcion, en rifidon, en donde la D-serina es

reabsorbida en la parte recta del tibulo proximal (Maekawa, 2005).

HH:
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Figura 7. Metabolismo de la D-serina. Representacion de las rutas de degradacién
de la D-serina con enzimas y productos de desecho (Williams y col., 2003).

En el sistema nervioso de ratas envejecidas hay una disminucién en los niveles de
D-serina, lo que resulta en una reduccion de la actividad del receptor de NMDA
(Guercio y Panizzutti, 2018). Estos resultados sugieren una posible asociacion entre
la disminucién de la D-serina con la disminucién de la activacion de los receptores
NMDA vy la plasticidad funcional que se da durante el envejecimiento (Avellar y col.,

2016). Debido a esto, se ha propuesto que la suplementacion de D-serina exdégena
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podria tener un papel importante en la prevencion de los defectos de la memoria

relacionados con la edad (Potier y col., 2010).

En tejidos como el rifidn, se ha reportado que la administracion a altas dosis de D-
serina puede causar necrosis principalmente en la porcion recta del tubulo proximal
en rifiones de rata, acompafado de proteinuria y glucosuria (Ganote y col., 1974).
Esta region, que se encuentra adyacente al tubulo contorneado proximal, presenta
epitelio cubico simple, un borde en cepillo, y microvellosidades que llenan casi por
completo el lumen (Figura 8A). La necrosis tubular aguda (NTA) se caracteriza por
hinchazén citoplasmética, pérdida o fragmentacion del borde en cepillo que produce
aplanamiento del epitelio, protuberancias citoplasmaticas en la luz tubular y envoltura
nuclear vacia por caridlisis (Seely y col., 2018). Cuando la necrosis es severa, incluso
puede haber pérdida de células tubulares individuales lo que resulta en la denudacion
de la membrana basal (Figura 8B) (Hasegawa y col., 2018). Se ha reportado que el
dafio se presenta en su mayoria en la corteza interna y se extiende hacia los rayos

medulares (Peterson y Carone, 1979).

Figura 8. Histopatologia del tubulo recto proximal de la rata. Tefiido con
hematoxilina y eosina secciones de (A) control y (B) rifién de rata tratado con D-
serina (500 mg / Kg) que muestra (A) control tubulo recto proximal y (B) dilatacion
tubular (flecha) y basofilia (punta de flecha) (120 h posterior a la administracion de
la D-serina) (Williams y col., 2003).
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Resultados previos de nuestro grupo han analizado el efecto de la suplementacion
cronica de D-serina sobre la flexibilidad cognitiva de ratas viejas. La flexibilidad
cognitiva se define como la capacidad de un individuo para ajustar su
comportamiento ante un entorno cambiante (Dajani y Uddin, 2015). Es una funcién
ejecutiva que depende de la funcién de varias estructuras corticales prefrontales
(Diamond, 2013) y del buen funcionamiento de los receptores NMDA (Gastambide y
col., 2013; Darvas y Palmiter, 2015; Kumar y col., 2015; Dauvermann y col., 2017).
Para su evaluacién, se entrenaron ratas de 24 meses utilizando cajas de
condicionamiento operante en una tarea que evaluaba la flexibilidad cognitiva. Se
observo que las ratas de 24 meses tenian una disminucién en la flexibilidad cognitiva
y que posterior al tratamiento crénico por 2 meses con D-serina (30mg/kg y
300mg/kg) mejoraban el desempefio cognitivo. Sin embargo, es fundamental evaluar
tanto los efectos positivos de la D-serina sobre las funciones cognitivas que se
asocian con cambios tanto en las ramificaciones dendriticas neuronales y espinas
dendriticas, asi como las posibles dosis terapéuticas que no afecten la integridad
morfolégica del rifion. Para esto, en el presente trabajo nos planteamos que la
suplementacioén cronica de D-serina en ratas aumentara el numero de ramificaciones
dendriticas y espinas dendriticas en neuronas de la corteza prefrontal, sin afectar la

integridad morfologica del riidn.
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Figura 9. Efecto de la administracion oral de D-serina sobre la flexibilidad cognitiva.
(A) Histograma del nUmero de perseveraciones realizadas en ratas jovenes (6
meses), viejas (24 meses) y viejas suplementadas con D-serina (300 mg/kg) (B)
Analisis estadistico del desemperio en la prueba de flexibilidad cognitiva en ratas
jovenes, viejas y viejas suplementadas con D-serina (300 mg/kg). (Nava-Gémez y

cols., 2020).
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2. HIPOTESIS
La suplementacion cronica de D-serina en ratas aumentard el ndamero de

ramificaciones dendriticas y el nUmero de espinas dendriticas en neuronas de la

corteza prefrontal, ademas de que no modificara la integridad morfolégica del rifion.
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3. OBJETIVOS

3.10Dbjetivo general

. Evaluar el efecto de la suplementacién cronica de D-serina sobre la morfologia

de las neuronas de la corteza prefrontal y la integridad morfolégica del rifion.

3.2 Objetivos particulares

. Cuantificar el nimero de ramificaciones dendriticas de neuronas en la corteza

prefrontal de ratas de 24 meses suplementadas con D-serina.

. Cuantificar el nimero y tipo de espinas dendriticas de neuronas en la corteza

prefrontal de ratas de 24 meses suplementadas con D-serina.

. Analizar la estructura y morfologia del tabulo recto proximal en rifiones de

ratas de 24 meses suplementadas con D-serina.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con las normas y
lineamientos éticos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y del NIH

“Guide for the Care and Use of Experimental Animals”.

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar de 24 meses de edad que fueron
obtenidas del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, alojadas individualmente en
cajas de 48 x 25 cm, a una temperatura de 20-23°C, humedad entre 40-70% y
ventilacion constante. Se mantuvieron con ciclos de luz y oscuridad (12/12), con agua
ad libitum y alimento restringido al 85% de su peso. La alimentacion de las ratas se
restringié para garantizar que mantuvieran un peso adecuado y para obtener
respuestas condicionadas en el protocolo de las tareas conductuales. Se midio el
volumen total de agua que la rata bebia diariamente y a partir de esta cantidad, se
administré D-serina crénicamente en dosis de 30 y 300 mg/kg de peso que se
diluyeron en esta agua de beber. Después de dos meses de tratamiento y posterior

al entrenamiento, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion.

4.2 Métodos

4.2.1 Histologia

Los riflones de ratas de 24 meses con y sin tratamiento de D-serina fueron obtenidos
posterior a su decapitacion, los cuales fueron cortados en secciones longitudinales
incluyendo la papila y fijados por inmersion en formalina neutra tamponada al 10%
(pH 7.4). El rifidn se embebi6 en cera de parafina para ser cortado con un microtomo
en secciones de 5 um de espesor y se tifio con hematoxilina y eosina (Sigma Aldrich).
Para la obtencion de las imagenes del tubulo recto proximal de la nefrona de la rata
se utilizd un microscopio Apotome Zeiss (Axio Imager) utilizando la microscopia de

campo claro con una resolucion de 1x1 pym por pixel. Se seleccionaron 3 tubulos al
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azar en la corteza interna de cada rifidn para tomar las mediciones en el programa
ImageJ como se indican en la Figura 10 y que corresponden a la longitud total del
tubulo (azul), la longitud de las células de cada uno de los cuatro extremos (verde) y
de la longitud del lumen (naranja).

me= Longitud tabulo
== Longitud célula
=== Longitud lumen

Figura 10. Representacion de mediciones tomadas del tibulo recto proximal. Se
cuantificaron la longitud del tabulo (linea azul), longitud de la célula (linea verde) y
la longitud del lumen (linea naranja). Barra de calibracion 50 pym.

Para llevar a cabo el andlisis de la morfologia de las proyecciones dendriticas de las
neuronas de las ratas de 24 meses con y sin tratamiento de D-serina, los animales
fueron sacrificados mediante decapitacion, se extrajeron los cerebros y fueron
colocados en formalina. Posteriormente se obtuvieron cortes de 50 um de grosor con
ayuda de un criostato y las secciones obtenidas fueron procesadas empleando una
tincion rapida de Golgi con un kit comercial (Sigma Aldrich). Las neuronas de la
corteza prefrontal fueron localizadas aproximadamente entre 5.16 mm a 2.76 mm
anterior a Bregma (Paxinos y Watson, 2007) y visualizadas con un microscopio
Apotome Zeiss (Axio Imager) mediante microscopia de campo claro para obtener
imagenes en el plano Z (1 ym por cada corte Optico) utilizando un objetivo 40X.
Posteriormente estas imagenes fueron reconstruidas en tres dimensiones usando el
Software IMARIS (Biplane 10.0) con el fin de cuantificar las caracteristicas
morfolégicas de las neuronas. Para el conteo de espinas dendriticas se sigui6 el
criterio segun Bello-Medina y col., 2016, seleccionando 5 segmentos de las dendritas
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de aproximadamente 30 um comenzando a 60 um del soma para arrojar mediciones

homogéneas.

4.2.2 Analisis estadistico

Para analizar las diferencias en la integridad de los tubulos rectos proximales, se
utilizé una prueba U de Mann-Whitney. El analisis de las ramificaciones neuronales
se llevé acabo con el software IMARIS y los datos se compararon de igual manera
con una prueba U de Mann-Whitney.
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5. RESULTADOS

Para estudiar el papel de la D-serina en la activacion de los receptores NMDA y sus
efectos en la morfologia de las neuronas y el de su metabolismo en células del rifién,
se evalud una dosis alta (300 mg/kg) y una baja (30 mg/kg) de D-serina. Ambas
basadas en estudios previos que han mostrado una eficacia de la D-serina en las
funciones cognitivas dependiente de la dosis (Kantrowitz y col., 2011). A dosis altas
de D-serina (300 mg/kg diario) se ha demostrado tener efectos positivos en las

funciones cognitivas (Lipina, 2005; Balu y col., 2013; Guercio y col., 2014).

5.1 Efecto de una dosis alta de D-serina sobre las ramificaciones dendriticas

Primero se evalué la morfologia de las neuronas de la corteza prefrontal obtenidas
de la reconstruccion tridimensional en el Software IMARIS, de donde se analizaron
el numero de ramificaciones dendriticas, el largo de las ramificaciones, los puntos de
ramificacion y el nimero de ramificaciones por puntos de ramificacibn como se
muestra en la Figura 11A. En ninguno de estos parametros se observaron cambios
significativos cuando las ratas fueron tratadas con una dosis alta de D-serina (300
mg/ kg de peso) por lo que, se prosiguié a evaluar las espinas dendriticas, que son

las estructuras especializadas en la transmision sinaptica de las dendritas.

21



-
==
1
o
=
=
iy

® -
z . p=0.584% E p= 05167
E 6 E 600-
=
[E]
b =
g 4- = 4004
3 . 3 —=
[X]
-]
sE 24 ' [ ] % 200- .
—_—
& E ] e
I] L L] [I T L]
24m 24m + D-serina (300 mgkg) 24m 24m + D-gerina (300 mgkg)
D E
fin 5 10
£ p= 0.5167 8 p=0.6820
g £ g .
56 » E
= g
2 3 b+
W ]
g 44 .
5 £ 4
3 2
3, = l__l__l g
== Be= 7
g g E
0 T T "E 0 ’ ————
24m 24m+ D-serina (300 mgkg) 29m 24m + D-=serina (300 mgkg)

Figura 11. Analisis de la morfologia de neuronas de la corteza prefrontal a dosis
altas de D-serina. (A) Imagen obtenida con tincion de Golgi indicando las partes de
la neurona analizadas partiendo del soma (S): numero de ramificaciones
dendriticas (RD), el largo de las ramificaciones (LR), los puntos de ramificacion
(PR) y el numero de ramificaciones por puntos de ramificacion (flechas), seguida de
imagen del trazo de las dendritas en el Software Imaris y superposicion de ambas
para la reconstruccion tridimensional. Barra de calibracién 50 um. (B) Cuantificacion
ramificaciones dendriticas. (C) Cuantificacion largo de las ramificaciones. (D)
Cuantificacién puntos de ramificaciéon. (E) Cuantificacion numero de ramificaciones
por puntos de ramificacion. Prueba U de Mann-Whitney (n= 4 neuronas control
24m, n=7 neuronas de 24m + D-serina 300 mg/kg).
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5.2 Efecto de una dosis alta de D-serina sobre el nimero de espinas dendriticas

Para analizar los cambios en el nUmero de espinas de manera general, se realizo el
conteo de espinas totales (Figura 12A) y se observé un aumento significativo en el
numero de espinas totales de las ratas tratadas con D-serina (300 mg/kg) respecto
al control, por lo que, se llevé a cabo una clasificacion para identificar si la diferencia
se debia al aumento de algun tipo de espina en particular. La clasificacion se realizd
de acuerdo a su grado de maduracion segun Risher y col., 2014 en: filopodias,
delgadas “thin”, enanas “stubby” y en forma de hongo “mushroom” como se muestra

en la Figura 12B.
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Figura 12. Analisis de espinas dendriticas a dosis altas de D-serina. (A)
Cuantificacion namero total de espinas. (B) Fragmento de dendrita que muestra
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espinas filopodias (rojo), espinas delgadas (amarillo), espinas enanas (verde) y
espinas hongo (azul). Barra de calibracion 5 pm. (C) Cuantificacion de espinas
filopodias, (D) Cuantificacion de espinas delgadas, (E) Cuantificacion de espinas
enanas y F) Cuantificacion de espinas hongo. Prueba U de Mann-Whitney (n=4
neuronas control 24m, n= 5 neuronas de 24m + D-serina 300 mg/kg).

Se observé que el aumento presentado en las espinas totales se debia al aumento

significativo en el nimero de espinas filopodias y delgadas.

5.3 Efecto de una dosis alta de D-serina sobre la morfologia del rifién.

Evaluamos la integridad morfolégica de las células del tubulo recto proximal del rifién
a dosis de 300 mg/kg de D-serina. Para esto se tomaron en cuenta las caracteristicas
histol6gicas que corresponden al tejido sano (Figura 13A) y al tejido que presenta
necrosis tubular (Figura 13B). Considerando que durante la necrosis tubular se
presenta dilatacion tubular que se manifiesta. como el aplanamiento del epitelio que
aumenta el espacio en el lumen y disminuye la longitud de las células que conforman
al tubulo recto proximal. Las mediciones se basaron en el criterio presentado en la
Figura 10 de la metodologia. De los resultados obtenidos podemos observar que con
el tratamiento a altas dosis.de D-serina (300 mg/kg) hubo una disminucion
significativa de la longitud total del tabulo (Figura 13E), al igual que un aumento
significativo de la longitud de las células que lo conforman (Figura 13F) y una
disminucién en la longitud del lumen (Figura 13G) respecto al control. Lo que nos
indica que, aunque se presenta un aumento en la longitud total del tabulo, su ancho

total disminuye al no haber espacio en el lumen de la célula.
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Figura 13. Analisis de la morfologia del tabulo recto proximal a dosis altas de D-
serina. (A) Secciones de rifibn sano teflidas con hematoxilina y eosina a 40X. Barra
de calibracion 50 ym. (B) Secciones de rifion con necrosis tubular tefiidas con
hematoxilina y eosina a 40X. Barra de calibracion 50 um. (C) Representacion datos
grupo control 24m. (D) Representacion datos tratamiento 24m + D-serina 300

25



mg/kg. (E) Cuantificacion longitud total del tibulo en grupo control 24m respecto a
tratamiento D-serina 300 mg/kg. (F) Cuantificacion longitud célula del grupo control
24m respecto a tratamiento D-serina 300 mg/kg. (G) Cuantificacion longitud lumen
del grupo control 24m respecto a tratamiento D-serina 300 mg/kg. Prueba U de
Mann-Whitney (n= 4 rifiones control 24m, n= 4 rifones 24m + D-serina 300 mg/kg).

Al observar diferencias significativas en el tratamiento de 300 mg/kg decidimos
evaluar los efectos en una dosis menor de 30 mg/kg debido a la preocupacion por la
nefrotoxicidad anteriormente reportada (Ganote y col., 1974; Williams'y col., 2003;
Hasewaga y col., 2018). Algunos estudios han obtenido efectos positivos durante la
evaluacion de funciones cognitivas desde esta dosis (Heresco-Levy, 2005; Bado y
col., 2011; Avellar y col., 2016). Por lo que, nos enfocamos en investigar si a dosis
menores de D-serina se mantenian los efectos previamente observados en la

morfologia de neuronas y rifidn.

5.4 Efecto de una dosis baja de D-serina sobre las ramificaciones y espinas

dendriticas

Con el tratamiento de D-serina‘a una dosis baja (30 mg/kg), se analizé la morfologia
neuronal de la reconstruccion tridimensional de estas neuronas y se siguieron los
mismos criterios en la obtencion de los datos de las dendritas en neuronas de la
corteza prefrontal. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con una dosis alta de
D-serina, no se observaron diferencias significativas lo que sugiere que a dosis
menores de D-serina no hay un efecto en la morfologia de las ramificaciones

neuronales.
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Figura 14. Andlisis de la morfologia de neuronas de la corteza prefrontal a dosis
bajas de D-serina. (A) Cuantificacion ramificaciones dendriticas. (B) Cuantificacion
largo de las ramificaciones. (C) Cuantificacion puntos de ramificacion. (D)
Cuantificacién niamero de ramificaciones por puntos de ramificacion. Prueba U de
Mann-Whitney (n= 4 neuronas control 24m, n= 7 neuronas de 24m + D-serina 30
mg/kg).

Del andlisis en las espinas dendriticas, también se observd un aumento en el nimero
de espinas totales (Figura 15A) por lo que proseguimos a realizar la clasificacion
anteriormente presentada. Cuando se cuantifico por tipo (Figura 15B a 15E) no se
observo ninguna diferencia significativa, o que sugiere que con un aumento en el
numero de neuronas se podria observar a qué tipo de espina se debe el incremento

observado anteriormente.
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Figura 15. Analisis de espinas dendriticas a dosis bajas de D-serina. (A)
Cuantificacion numero de espinas filopodias, (B) Cuantificacion de espinas
delgadas, (C) Cuantificacion de espinas enanas y (E) Cuantificacién de espinas
hongo. Prueba U de Mann-Whitney (n= 4 neuronas control 24m, n=5 neuronas de
24m + D-serina 30 mg/kg).

5.5 Efecto de una dosis baja de D-serina sobre la morfologia del rifién

De igual manera, se realizé la evaluacion de la morfologia del tabulo recto proximal
en rifion a dosis de 30 mg/kg de D-serina, se tomaron los mismos criterios en las
medidas correspondientes a la longitud total del tdbulo recto proximal y la

comparacién con la longitud de cada célula y del lumen (Figura 10).
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Figura 16. Analisis de la morfologia del tubulo recto proximal a dosis bajas de D-
serina. (A) Representacion de datos grupo control 24m. (B) Representacion datos
tratamiento 24m + D-serina 30 mg/kg. (C) Cuantificacidon longitud total del tibulo en
grupo control 24m respecto a tratamiento D-serina 30 mg/kg. (D) Cuantificacion
longitud célula del grupo control 24m respecto a tratamiento D-serina 30 mg/kg. (E)
Cuantificacion longitud lumen del grupo control 24m respecto a tratamiento D-
serina 30 mg/kg. Prueba U de Mann-Whitney (n= 4 rifilones control 24m, n= 4
rifiones 24m + D-serina 30 mg/kg).
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Se observaron diferencias significativas en la longitud de cada célula del tubulo
(Figura 16D), sin embargo de la comparacién con las demas mediciones (Figura 16E
y 16F) no hay diferencias significativas con respecto al control. Lo que nos sugiere
gue la D-serina a dosis bajas no causa necrosis tubular, por lo tanto, se mantiene la

integridad en el tejido del rifidn.

6. DISCUSION

La activacion de los receptores NMDA se ha visto implicada en diversas formas de
plasticidad sinaptica como la potenciacion a largo plazo o LTP por sus siglas en inglés
(Long Term Potentiation) (Luscher y Malenka, 2012; Park y col., 2014) que se define
como el aumento sostenido de la transmisién sinaptica y se considera un mecanismo
clave durante la memoria y el aprendizaje (Salavati y col., 2018). Durante estos
eventos, la activacion del receptor NMDA lleva al flujo de iones calcio a través de la
membrana postsinaptica que desencadena diferentes cascadas de sefializacién que
inducen diferentes formas de plasticidad (Bloodgood y Sabatini, 2009). La plasticidad
sindptica ha sido ampliamente estudiada en zonas como el hipocampo que juega un
papel importante en la _memoria, sin embargo, en la corteza prefrontal este
mecanismo ha sido pasado por alto debido a que se pensaba que sus funciones no
requerian adaptaciones de las redes neuronales (Goto y col., 2010) . En el presente
estudio se evaluo el efecto de la administracion del co-agonista D-serina del receptor
NMDA sobre las ramificaciones dendriticas, asi como en las espinas dendriticas de

neuronas de la corteza prefrontal.

6.1 Efecto de la D-serina sobre las ramificaciones dendriticas

Las dendritas juegan un papel importante en la plasticidad neuronal, por lo que el
estudio de su estructura y ramificacion es fundamental para entender el

procesamiento de la informacién. Nuestros resultados mostraron que, en ambos
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tratamientos, ya sea a dosis bajas o altas de D-serina (30 y 300 mg/kg) no hubo
cambios significativos en la morfologia de los arboles dendriticos de las neuronas.
Algunas caracteristicas que analizamos como la adicion de ramificaciones, la
elongacion de los arboles dendriticos asi como el aumento de su complejidad
mediante la extension de sus puntos de ramificacion son necesarios para establecer
ramificaciones maduras durante el desarrollo. Durante este periodo, las
ramificaciones se extienden progresivamente y se vuelven mas complejas para la
formacion de sinapsis y circuitos (Arikkath, 2012). En edades adultas, la morfologia
de las dendritas se mantiene estable y disminuye su plasticidad estructural, sin
embargo se ha visto que esta se puede llegar a restaurar en algunos casos como
bajo condiciones patolégicas como la epilepsia, después de periodos de isquemia
(Emoto, 2012) o por medio de mecanismos de plasticidad dependientes de la
actividad sinaptica (Jan y Jan, 2010). Se ha reportado que la potenciacion de los
receptores NMDA conlleva a un incremento en la complejidad dendritica en cultivos
celulares (George y col., 2012) y por el contrario, su bloqueo disminuye el crecimiento
dendritico, asi como los puntos de ramificacién y la longitud de ramificaciones
dendriticas en neuronas tectales de Xenopus (Sin y col., 2002; Urbanska y col., 2008;
Andreae y Burrone, 2015). Se ha sugerido que la formacion de ramificaciones
dendriticas ocurre como resultado de varios eventos como el brote, mantenimiento y
extension de la nueva ramificacion cada uno regulado de manera individual por
cascadas de sefializacion que regulan el citoesqueleto de actina, principalmente
miembros de la familia Rho de pequefias GTPasas como Rac, Cdc42 y RhoA
mediadas por la actividad del receptor NMDA (Li y col., 2000; Sin y col., 2002; Ewald
y col., 2008). Consistente con nuestros resultados, se ha apoyado la idea de que las
dendritas son mucho menos dinamicas que las espinas dendriticas en neuronas

maduras (Holtmaat y Svoboda, 2009; Forrest y col., 2018)
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6.2 Efecto de la D-serina sobre las espinas dendriticas

La activacion de los receptores NMDA también es critica en la regulacion de la
morfologia de espinas dendriticas ya que permite el flujo de calcio dentro de las
espinas (Chen y col., 2011). De acuerdo a nuestros resultados, se encontrd. un
aumento en el nUmero de espinas totales en ambas dosis (30 y 300 mg/kg), esto es
consistente con reportes que sefialan que posterior a la activacion_del receptor
NMDA se inducen diferentes formas de plasticidad estructural en-las espinas
dendriticas como cambios en el tamafio y nUmero de espinas dendriticas, asi como
el reclutamiento de receptores AMPA para la maduracion de estas (Lin y col., 2004;
Zhou y col., 2004; Tian y col., 2007; Ng y col., 2014; Koeberle y col., 2017). Estudios
con técnicas mas recientes como el “glutamate uncaging” que usan la foto
estimulacién para generar aumentos de concentracion altamente localizados de
glutamato (Matsuzaki y Kasai, 2011) muestran que se puede inducir la formacion de
novo de espinas en cortos periodos de tiempo, lo que demuestra la importancia de
la sefalizacion glutamatérgica en estos eventos de plasticidad (Kwon y Sabatini,
2011; Sigler y col., 2017; Noguchi y col.,, 2019). De manera particular, en el
tratamiento a dosis bajas (30 mg/kg) se encontr6 un aumento significativo en el
namero de espinas totales, sin embargo, al clasificar cada tipo de espina no se
encontraron diferencias significativas lo que nos sugiere que el efecto de la dosis alta
de D-serina es mas potente y que podriamos encontrar cambios en los tipos de

espinas al aumentar el nUmero de neuronas analizadas.

Al preguntarnos qué tipo de espina era la que aumentaba mas, encontramos que a
dosis altas (300 mg/kg) habia un incremento de espinas filopodias y delgadas. Las
filopodias son espinas altamente dinamicas, con periodos cortos de vida (Ebrahimiy
Okabe, 2014). Debido a estas caracteristicas, se cree que juegan un papel
importante en la formaciébn de nuevas sinapsis mediante la exploracion de
terminaciones axonales (Yang y Svitkina, 2011). Nuestras observaciones coinciden

con estudios que han reportado un aumento tanto en el nimero como en el tamafio

32



de espinas inmaduras o filopodias después de la activacion de receptores NMDA (Lin
y col., 2004; Park y col., 2006; Tian y col., 2007; George y col., 2012), este tipo de
espinas largas e inmaduras estadn relacionadas con la adquisicibn de nueva
informacion y plasticidad neuronal (Kasai y col., 2003; Qiao y col., 2016; Gonzélez-
Burgosy col., 2017). De manera que, se ha propuesto que las filopodias proporcionan
un sustrato para el aprendizaje rapido (Ozcan, 2017). Ademas de que, durante
tratamientos dirigidos a contrarrestar el deterioro cognitivo en la edad se ha
observado un incremento en el nUmero de espinas delgadas lo que sugiere que estas
espinas son necesarias para restaurar el potencial de la plasticidad sinaptica en

cerebros envejecidos (Hao y col., 2006).

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en el nimero de espinas
enanas y en forma de hongo con el tratamiento a ambas dosis (30 y 300 mg/kg), en
el caso de las espinas en hongo se ha descrito que por estar en su limite maximo de
tamafio y fuerza sinaptica no tienen alcance para el fortalecimiento de sinapsis, lo
que sugiere que son espinas asociadas mas a la memoria que al aprendizaje (Bourne
y Harris, 2007; Qiao y col., 2016). En el caso de las espinas enanas, su papel no esta
del todo claro ya que se ha visto una escasez de este tipo de espinas en el cerebro
maduro (Berry y Nedivi, 2017) y se ha propuesto que podrian tener alguna
participacion en la regulacion de la excitabilidad neuronal debido a que la forma de
su cuello facilita la difusion del calcio (Bello-Medina y col., 2016).

Como se muestra en la Figura 17, se han propuesto diversas cascadas de
sefalizacion mediadas por el receptor NMDA que resultan en estos cambios, se
sugiere que las elevaciones de calcio activan proteinas sefializadoras como la
Proteina Kinasa C dependiente de calcio (PKC), la Kinasa Dependiente de
Calcio/Calmodulina Il a (CaMKIlla) y pequefias GTPasas como Ras, Cdc42 y RhoA
(Colgan y col., 2018; Chang y col., 2019; Tu y col., 2020) llevan a eventos de
fosforilacion y translocacion en el nucleo de diferentes factores de transcripcion que
inician la expresion de genes que llevan a la remodelacion del citoesqueleto de actina
(Patterson y Yasuda, 2011; Yasuda, 2016). En este sentido se han propuesto varias
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proteinas de union a actina y entrecruzadoras de actina que participan en la
formacion y maduracion de las espinas dendriticas como la cortactina, drebrina A'y
neurabina | (Cheng y col., 2006). Posteriormente, la acumulacion de parches de
actina en la dendrita lleva al reclutamiento de moléculas requeridas para la iniciacion
y elongacion de filopodias como la familia de Rho GTPasas y sus factores rio arriba
y rio abajo, asi como la superfamilia BAR, que juegan un rol critico en la nucleacion
de actina (Frost y col., 2009; Ahmed y col., 2010). Debido a esto, sugerimos que la
union de D-serina al receptor NMDA puede mediar la activacion de estas vias de
sefalizacion intracelular que modulan la plasticidad estructural en espinas

dendriticas.
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Figura 17. Diagrama de la activacion de cascadas de sefalizacion para la
formacion de nuevas espinas (Lai y Ip, 2013).

6.3 Efecto de la D-serina sobre la morfologia del rifién

De manera complementaria y considerando la nefrotoxicidad previamente reportada
causada por D-serina en ratas, se evalué la morfologia del tabulo recto proximal en

rifones. El primer reporte sobre estos dafios indica que los cambios en la estructura
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renal inician con la contraccion, seguido de la hinchazén y la pérdida del citoplasma
apical o la lisis inmediata del contenido citoplasmatico y nuclear (Ganote y col., 1974).
El dafio tubular puede avanzar hasta dejar a la membrana basal como la Unica
barrera entre el fluido luminal e intersticial, lo que ocasiona la difusion de proteina 'y
glucosa (proteinuria y glucosuria) a través del epitelio tubular necrético (Ganote y
col., 1974). Ninguna bibliografia revisada realiz6 un analisis profundo en la
cuantificacion de las longitudes del tdbulo que reflejen las caracteristicas

mencionadas.

En relacion al tratamiento que recibieron los animales, se consideraron las
caracteristicas fisiologicas e histoldgicas reportadas: previamente en ratas viejas
como la disminucién de la funcién renal reflejada en la disminucion del flujo
sanguineo renal y de la filtracion glomerular (Melchioretto y col., 2016). Ademas, se
observo que hay un aumento en el nimero de quistes en los corpusculos renales,
atrofia tubular y fibrosis intersticial leve (Yabukiy col., 2014), también se ha reportado
aumento en los niveles de proteina en la orina (proteinuria), lesion celular y necrosis
en tdbulos proximales (Haley y Bulger, 1983) que se ve compensado mediante
hipertrofia para contrarrestar las pérdidas de las nefronas restantes (Denic y col.,
2016). De manera especifica, ha habido observaciones mediante microscopia
electrénica de la corteza renal que muestran que las microvellosidades del borde en
cepillo en los tabulos proximales de ratas viejas eran menores respecto a las jovenes
(Nakano, 1985).

Al cuantificar los datos de los rifiones con el tratamiento a dosis altas de D-serina
(300 'mg/kg) encontramos que la longitud total del tdbulo disminuia respecto al
control, sin embargo, la longitud de las células que lo conformaban aumentaba, por
lo que esta disminucion se debia a que se reducia el espacio en el lumen y no al
aplanamiento de las células como se indican durante la necrosis tubular. Por otro
lado, del tratamiento a dosis bajas de D-serina (30 mg/kg) solo se observo un
aumento significativo en la longitud de las células que conformaban al tibulo y sin
diferencias significativas con las otras mediciones lo que nos sugiere que en ambas

35



dosis se mantiene la integridad del tejido en rifiones. Esto es consistente con la
ausencia de lesiones relacionadas con nefrotoxicidad a dosis bajas (Williams y col.,
2003; Hasewaga y col., 2018). Sin embargo, desde que se report6 por primera vez
se ha evaluado su administracion en ratas jovenes (Ganote y col., 1974; Peterson y
Carone, 1979; Williams y col., 2003; Orozco-lbarra y col., 2007; Hasewaga y-col.,
2018) y no se encontraron antecedentes sobre estos experimentos en. ratas
envejecidas. Por otro lado, experimentos en ratones sugieren que la D-serina podria
tener efectos protectores al suprimir el dafio tubular renal en un modelo de isquemia
(Nakade y col.,, 2018). Sin embargo, cabe mencionar que la D-serina no es
nefrotoxica en ratones, cerdos de guinea, conejos, perros'y hamsters (Yamanaka y
col., 2012). De manera que, con nuestros resultados podriamos suponer que la D-
serina no provoca lesiones relacionadas con nefrotoxicidad en ratas envejecidas ya

gue podria participar en otros mecanismos relacionados con el receptor NMDA.

En este sentido, se encontré que la subunidad NR1 de este receptor se expresa en
corteza, médula y pelvis renal principalmente de rifiones de ratas (Ma y col., 2008).
Su distribucion no es homogénea e incluye el glumerulo, podocitos y células
mesangiales (Dryer, 2015), el tubulo proximal y distal (Gill y Pulido, 2001) y
estructuras fibrosas entre el uroepitelio y las capas del musculo liso, ademas de la
parte final de los nervios aferentes renales (Ma y col., 2008). Al mismo tiempo, se ha
encontrado evidencia de la presencia de su coagonista D-serina, que también es
sintetizado en rifiones de rata por la enzima Serina Racemasa (Montesinos y Mani,
2016), esta enzima se expresa principalmente en la pelvis renal y la médula, y en
menor cantidad en corteza renal (Ma y col., 2008). Debido a la presencia de ambos
en el-rindn, se intentd determinar el papel del sistema D-serina-NMDA en sus
funciones. Ma y col (2008) reportaron que el receptor NMDA puede actuar como un
mecano-receptor que detecta aumentos en la presion intrapélvica respondiendo con
la liberacion de la sustancia P y aumentado al mismo tiempo la actividad del nervio
renal aferente lo que conduce a la inhibicion del reflejo renorenal. En una perspectiva
diferente, Deng y Thomson (2009) bloquearon el receptor NMDA en una sola
nefrona usando el antagonista MK801 que resulté en una disminucién en la tasa de
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filtracion glomerular y en la reabsorcion proximal. Ademas, en estudios sobre la
hiperfuncion del receptor NMDA se demostro que en un modelo de insuficiencia renal
aguda con ratas que padecian endotoxemia inducida por lipopolisacarido (LPS), LPS
induce la liberacién de IL-1B que causa una sobreactivacion de NR-1 y SR que
conduce a una insuficiencia de perfusion renal y ultrafiltracion (Lin y col., 2015).
Tomando en cuenta estos datos, nos indican que los efectos del receptor NMDA a
nivel funcional en rifién podrian ser comparables a los que se observan en el sistema
nervioso, ya que su actividad promueve la plasticidad neuronal mientras que una

sobre activacion de este conlleva a neurotoxicidad (Lewerenz y Maher, 2015).

Si el receptor NMDA juega un papel en la filtracion glomerular y se ve estimulada
incluso en rifones envejecidos donde su funcién disminuye, el aumento de la longitud
de las células en rifiones tratados con D-serina podria deberse a un mecanismo
compensatorio. Tomando en cuenta que cada célula que conforma al tabulo, esta
adaptada en su superficie apical, frente a la luz tubular, con microvellosidades
densamente compactadas que constituyen el borde en cepillo y poseen propiedades
contractiles para maximizar la’ eficiencia de reabsorcion (Carlson, 2019). La
hipertrofia es uno de los mecanismos propuestos que pueden aumentar el area de la
superficie apical en las células epiteliales renales (Fattah y col., 2019), ya que se ha
visto que durante este periodo se ha reportado un mayor crecimiento en tubulos
proximales (Al-Awgqgati, 2014). Esta se ha asociado con el crecimiento renal
compensatorio debido a una reduccién en la masa renal, que hace frente a la carga
de trabajo adicional y mantiene la funcion del rifion, aunque el desencadenante real
qgue detecta la mayor carga de trabajo e inicia la hipertrofia aun se desconoce
(Wessely y col., 2014). También se ha observado esto mismo en situaciones
patolégicas, como en los inicios de la diabetes donde hay un incremento en el tamafio
de los rifiones debido principalmente por el crecimiento de los tdbulos proximales
como respuesta al aumento en la filtracion glomerular (Vallon y Thomson, 2020), lo
gue podria ser consistente con un reporte de ensanchamiento y alargamiento
significativo de rifiones de ratas previamente tratadas con D-serina (Williams y col.,
2003). Sin embargo, es necesario hacer un analisis histoldégico en tubulos rectos
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proximales de ratas de 6 meses para comparar estas caracteristicas con las de

animales jovenes.

7. CONCLUSIONES

La suplementacion cronica de D-serina no modifica la morfologia de las
ramificaciones dendriticas a ninguna de las dosis administradas. Sin embargo, se
observé que a dosis altas (300 mg/kg) aumento el nimero de espinas filopodias y
delgadas. Por otro lado, del andlisis de la morfologia del rifiébn se concluye que a
dosis altas (300 mg/kg) aumento la longitud de las células que conforman el tibulo
mientras que con el tratamiento a dosis bajas (30 mg/kg) se observo un aumento en
la longitud de las células pero sin cambios significativos en las otras mediciones. Por
lo que podemos concluir que en ratas envejecidas no se observan lesiones

relacionadas con nefrotoxicidad en ambas dosis de D-serina.
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