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RESUMEN.

Diversos estudios han mostrado que la nicotina facilita la memoria de largo plazo
(MLP). Recientemente se ha descubierto que ademas de las neuronas, los
astrocitos expresan receptores nicotinicos, y responden a la nicotina con la
movilizacion de calcio intracelular y la posible liberacién de gliotransmisores. Estos
hallazgos sugieren que los astrocitos pudieran estar participando en la facilitacion de
la MLP producida por la nicotina. El objetivo de esta tesis fue evaluar la participacion
de los astrocitos, y en particular el gliotransmisor D-serina en la MLP y en la MLP
facilitada por nicotina. Para este propésito, se utilizaron ratas macho (Wistar) las
cuales fueron entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria. Se les administraron
bilateralmente en la region CA1 del hipocampo (solos 0 en combinacion) un inhibidor
del metabolismo glial, el MFA y D-serina (40 min. antes del entrenamiento) en
presencia y ausencia de nicotina (15 min. antes del entrenamiento s.c.). La
evaluacion de la MLP se realizé a las 48 h. Los resultados muestran que la
aplicacion de MFA (10, 20 y 40 mM) en el hipocampo dorsal, tuvo un efecto
amnésico, que se revertio en presencia de D-serina (100 uM). La facilitacion de la
MLP producida por la administracién de nicotina (0.4 mg/kg), no se observé en
presencia de MFA y se restauré por completo cuando se co-administré con D-serina.
Nuestros resultados muestran por primera vez que a través de la liberacion de D-
serina, los astrocitos son elementos esenciales en la MLP normal y facilitada por
nicotina.



I. INTRODUCCION.

El hipocampo es una estructura cerebral que ha sido asociada con los
procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria. El aprendizaje se ha
definido como el proceso por el cual un organismo adquiere conocimiento acerca
de su entorno, mientras que la memoria es el proceso en que el conocimiento es
codificado, guardado y posteriormente recuperado.

Para que estos procesos se lleven a cabo es necesario que el sistema
nervioso central experimente cambios morfolégicos y funcionales (plasticidad
sinaptica), los cuales le otorgan la capacidad de adquirir, almacenar y recuperar la
informacién. Un tipo de plasticidad sinaptica que es considerada como la base
celular de los procesos de aprendizaje y memoria es la potenciacién de largo plazo
(LTP, por sus siglas en inglés).

Se ha propuesto que la LTP involucra cambios morfolégicos y funcionales
unicamente en las neuronas pre y postsinapticas. No obstante, evidencias recientes
han mostrado que los astrocitos (un tipo de célula glial), ademas de detectar la
actividad sinaptica de las neuronas a través de receptores de neurotransmisores
especificos, pueden responder a ella con incrementos de la concentraciéon de calcio
intracelular y la subsecuente liberacion de gliotransmisores como el glutamato, el
ATP y la D-serina. Esta comunicacion entre neuronas (pre y postsinapticas) y
astrocitos, ha sido denominada como “sinapsis tripartita”. De esta manera, los
astrocitos participan en la transmision sinaptica y pueden intervenir en diversos
tipos de plasticidad sinaptica como la LTP. Su participacion en estos procesos se
ha visto corroborada con hallazgos conductuales en diversas tareas enfocadas al
estudio de la formacion de la memoria de largo plazo (MLP).

Diversos trabajos han mostrado que la nicotina (Nic) facilita la transmision
sinaptica en el hipocampo. Por ejemplo, en estudios conductuales, se ha observado
gue la administracion sistémica o tépica (en la regién CA1) de Nic facilita la MLP.
Estos hallazgos han sido utilizados para tratar diversas enfermedades
neurodegenerativas que afectan los procesos de aprendizaje y memoria como el

Alzheimer y la esquizofrenia.



De manera interesante, se ha encontrado que los astrocitos en cultivo de la
regién CA1 del hipocampo, responden a la aplicacién de Nic con incrementos de la
concentracion de calcio intracelular. Estos hallazgos abren la posibilidad de que los
astrocitos pudieran estar participando en los efectos de la Nic sobre la
comunicacion neuronal y procesos cognitivos superiores, como el aprendizaje y la
memoria. En este sentido, el presente trabajo pretende analizar la participaciéon de
los astrocitos en la MLP facilitada por Nic. Tenemos claro que el conocimiento de
las bases neurobiolégicas de los efectos conductuales de la Nic en la MLP,
permitira en el futuro, el desarrollo de nuevos objetivos terapéuticos vy
farmacolégicos encaminados a mejorar los procesos de aprendizaje y memoria en
patologias neurodegenerativas que padecen el 35% de la poblaciéon mayor de 65

anos de edad en México.



Il. ANTECEDENTES.

1.1 Hipocampo.

El hipocampo es una estructura anatémica que junto con el giro dentado, el
Subiculum y la corteza entorrinal, comprenden un sistema funcional llamado
formacion hipocampal (Figura 1). La funcién del hipocampo se ha relacionado con
diversos procesos cognitivos como el aprendizaje (Moser y col., 1993; Bunsey y
Eichenbaum 1996), la memoria declarativa (Eichenbaum, 2001), asociativa (Good y
Honey, 1991), y espacial (Gothard y col., 1996), asi como la ansiedad (Gray, 1982)
y, la regulacion del estrés (McEwen y Sapolsky, 1995), entre otros.

I1.1.1 Estructura anatomica del hipocampo.

El término “hipocampo” (derivado de la palabra griega para caballo de mar) fue
acufado por el anatomista Arantius en 1587, debido a su forma tridimensional en el
cerebro humano. Rafael Lorente de Né, en 1934 dividié al hipocampo en cuatro
regiones: CA1, CA2, CA3, y CA4 (CA proviene del nombre Comu Ammonis o el asta
de Ammén), cada una con caracteristicas estructurales y conexiones diferentes que
influyen en su funcién (Andersen y col., 2007).

La capa piramidal, esta claramente delimitada y contiene los somas de las
células piramidales. A pesar de que se encuentra en todas las regiones es mas
prominente en CA1 (Figura 1). La capa que envuelve a las neuonas piramidales se
denomina estrato oriens. Dentro del estrato oriens, se encuentra una capa delgada
llamada alveus, por donde cursan fibras que llegan al hipocampo de otras regiones,
y fibras que parten del mismo (estas Ultimas son los axones de las células
piramidales del hipocampo). El estrato radiado esta localizado en el asta de Ammon
inmediatamente por debajo de las piramidales. En esta capa, se encuentran las
conexiones entre los axones de las piramidales de CA3 (colaterales de Schaffer) y
las piramidales de CA1. Finalmente, la capa mas profunda del hipocampo es el
estrato lacunoso-molecular (Figura 1), por donde viajan las fibras de la corteza
entorrinal (Andersen y col., 2007).
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Figura 1. Estructura anatomica del hipocampo. GD, giro dentado;
Sb, subiculum; CE, corteza entorrinal; Elm, estrato lacunoso-
molecular; Er, estrato radiado; Eo, estrato oriens. Modificado de
Paxinos y Watson, 2005.

I1.1.2 Conexiones de la region CA1: aferencias y eferencias.

Para entender la compleja red de conexiones propias del hipocampo, se deben
separar las conexiones aferentes, proyecciones de las que recibe informacion y las
conexiones eferentes, proyecciones que salen del hipocampo y que envian la
informacion a otras estructuras cerebrales.

Una de las caracteristicas distintivas de la conectividad del hipocampo es que
la mayoria de las entradas sinapticas provienen de él mismo. Es decir, el
hipocampo, tiene una conectividad unidireccional, teniendo como entrada la corteza
entorrinal que forma conexiones con el giro dentado y las neuronas piramidales de
la region CA3 por la via perforante (Figura 2). Las neuronas de la region CA3
también reciben informacién del giro dentado por la via de las fibras musgosas
(Figura 2). Estas mandan axones hacia las neuronas piramidales de la regién CA1
por la via de las colaterales de Schaffer, asi como a células de CA1 en el
hipocampo contra lateral por la via comisural asociativa (Figura 2). Las neuronas de
la region CA1 también reciben informacion directamente de la via perforante y
manda axones hacia el subiculum. Estas neuronas a su vez, mandan la informacion
hacia la corteza entorrinal formando un bucle (Andersen y col., 2007). Ademas de
las aferencias intrahipocampales, la region CA1 esté ricamente inervada por fibras
colinérgicas y dopaminérgicas (Kandel, 1991). La salida del circuito hipocampico es
a través de la region CA1, cuyas eferencias se extienden hasta el bulbo olfatorio,



las cortezas visual e insular, con ramificaciones dispersas en las regiones temporal,
occipital, parietal y prefrontal (Cenquizca y Swanson, 2007).

Figura 2. Esquema de las principales conexiones aferentes del
hipocampo. CS, colaterales de Schaffer; FM, fibras musgosas; CA,
comisural asociativo; CE, corteza entorrinal; VP, via perforante; Sb,
subiculum. Modificado de Wang y Storm, 2005.

II.2 Plasticidad sinaptica.

El concepto de plasticidad sinaptica se ha desarrollado principalmente en
estudios relacionados con el aprendizaje y la memoria. Los cambios (de duracion
variable) en la funcién sinaptica son denominados plasticidad neuronal (Rebolledo,
2002). Los eventos plasticos pueden incluir cambios en la estructura, distribucion
y numero de sinapsis, y se ha sugerido que estos cambios morfolgicos y
funcionales subyacen a la formacion de la memoria de largo plazo -MLP- (Bear,
1996). El hipocampo es una estructura particularmente plastica, en donde los
cambios morfolégicos tales como la sinaptogénesis (generacidon de nuevas
sinapsis) y neurogénesis (generacion de nuevas neuronas) ocurren, incluso en el

cerebro adulto (Ramirez-Amaya y col., 2001).

I1.2.1 Tipos de plasticidad sinaptica: potenciacion de largo plazo.

Dentro de los procesos de plasticidad sinaptica se incluyen: habituacion,
deshabituacion, sensibilizacion, facilitacion y potenciacién de largo plazo (LTP),
entre otros. Esta ultima fue descubierta por Bliss y Lomo (1973) en el giro dentado
del conejo y posteriormente descrita para la region CA3 y CA1 (Alger y Teyler,
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1976). Brevemente, la estimulacion eléctrica de alta frecuencia de las colaterales
de Schaffer produce un incremento en las respuestas postsinapticas de las
neuronas piramidales en CA1 que se mantiene por varias horas (Figura 3).

A

Pendiente PEPS

Tiempo (h)

Figura 3. Esquema de la LTP producida en la regién CA1del hipocampo. A,
se muestra la localizacién de los electrodos de estimulacion (EE) y de
registro (ER) y los cambios en la amplitud del PEPS (potencial excitatorio
postsinaptico) antes (1) y durante (2) la LTP. B, cambios en la pendiente de
los PEPS producidos por la estimulacion de alta frecuencia (flecha) a través
del tiempo. CA, comisural asociativo; CS, colaterales de Schaffer; VP, via
perforante; FM, fibras musgosas; GD, giro dentado; LTP, potenciacién de
largo plazo. Modificado de Collingridge y col., 2004,

I1.2.2 Mecanismos celulares de la potenciacion de largo plazo.

La LTP resulta de la actividad coincidente de los elementos pre y
postsinapticos generando una facilitacion de la transmisién quimica que puede
durar por horas, dias, semanas y hasta meses (Abraham y col., 2002). La LTP tiene
otras caracteristicas muy importantes como la cooperatividad, especificidad y la
asociatividad. En particular, la propiedad asociativa depende de la coincidencia de



la actividad pre y postsinaptica. En la mayoria de las sinapsis glutamatérgicas en el
SNC, los subtipos de receptores de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDARS)
cumplen esta funcion (Cooke y Bliss, 2006).

Los NMDARs son canales iénicos que pertenecen a la familia de receptores
ionotrépicos los cuales son permeables a sodio (Na*), potasio (K*) y principalmente
a calcio (Ca?"). Estos canales son buenos para detectar la coincidencia en la
actividad pre y popstsinaptica debido a que su activacion requiere de dos eventos:
1) la despolarizacion de la célula postsinaptica y 2) la presencia del co-agonista
(glicina o D-serina -D-ser-) del NMDAR (Figura 4).

Glutamato, homocisteina,
NMDA

Figura 4. Esquema del receptor a glutamato NMDA. Se muestran los
sitios de union al agonista (glutamato, homocisteina y NMDA), a co-
agonistas (glicina y D-serina), asi como los iones entrantes y salientes.
NMDA, N-metil-D-aspartato; Na*, sodio; K*, potasio; Ca®*, calcio; Zn*",
zinc; Mg®*, magnesio, MK801, (+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo [a,d]
ciclohepteno-5,10-imina maleato; PCP, feniciclidina. Modificado de
Smith, 2002.

En la sinapsis, el glutamato liberado por la neurona presinaptica se une a los
NMDARs y a los receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico
(AMPARs). Sin embargo, los NMDARs, no se abren debido a que en estas
condiciones se encuentran bloqueados por magnesio (Mgz"). Los AMPARs son



permeables a Na™ y su activacién produce un potencial excitatorio postsinaptico
(Figura 5A). Una vez que la célula postsinaptica se despolariza lo suficiente, los
iones de Mg®* desbloquean el canal (Figura 5B), permitiendo la entrada de Ca®* a
través de los NMDARs (Lynch, 2004; Cooke y Bliss, 2006). El incremento de Ca**
activa, por un lado, la via dependiente de la calcio-calmodulina quinasa |l (CaMKIlI)
y por otra, la via de la adenosina monofosfato ciclica -cAMP- (Figura 6). Ambas
vias conllevan a la fosforilaciéon de receptores, aumento de receptores, activacion
de factores de transcripcion, entre otras (Alberini y col., 1995).

A)
Sinapsis débilmente activa

B)

f’iﬁi}i
ERTRYR

Figura 5. Induccién de la LTP depende de los NMDARs. Nétese que
la activacion de los NMDARs necesita de la activacion de los
AMPAR. A) muestra la activacion de la sinapsis antes de la LTP. B)
muestra la entrada de Ca®" a través de los NMDARs durante la LTP.
Modificado de Cooke y Bliss, 2006.
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Figura 6. Esquema del mecanismo celular de la LTP. El aumento de la
eficiencia sinaptica en las neuronas glutamatérgicas esta determinado, por un
lado por el incremento en la liberaciéon de neurotransmisores y por otro, en el
numero y funcién de los receptores postsinapticos. Glu, glutamato; Ca, calcio;
cAMP, adenosina monofosfato ciclico; P, sitios de fosforilacién; CRE, elemento
de respuesta al cAMP; CREB, proteina de unidn al elemento de respuesta al
cAMP; AMPA, acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico; NMDA, N-
metil-D-aspartato; PKC, proteina quinasa C. Modificado de Kandel, 1991.

I1.2.3 Potenciacion de largo plazo como modelo celular de la memoria de largo
plazo.

Actualmente, existe una gran cantidad de evidencia que muestra que la LTP y
la memoria son llevados a cabo por mecanismos moleculares similares. En este
sentido, las modificaciones celulares que se observan al inducirse la LTP
(estructura, distribucién y numero de sinapsis, el incremento de receptores
postsinapticos de glutamato, etc.) también se han observado en los procesos de
aprendizaje y memoria (Borroni y col., 2000), en especifico en la tarea de evitacion




inhibitoria en la regién CA1 del hipocampo (Taubenfeld y col., 2001). Ademas, se
ha demostrado que la ejecucion de tareas de aprendizaje y memoria inducen la
LTP en el hipocampo (Whitlock y col.,, 2006). Por ultimo, la inhibicion del
establecimiento de la LTP en el hipocampo también bloquea el aprendizaje y la
memoria en pruebas conductuales (Pastalkova y col., 2006). En este sentido,
Morris y col. (1986) mostraron que en presencia del &acido 2-amino-5-
fosfonopentandico -AP5- (inhibdor selectivo de los NMDARS) la inducciéon de la
LTP in vivo se disminuia, asi como el aprendizaje y la memoria espacial en la
prueba del laberinto acuatico. Del mismo modo, mutaciones en los NMDARSs de la
region CA1 del hipocampo inhiben la induccion de la LTP, asi como la formacién de
la memoria espacial (Tsien y col., 1996).

I1.3 Nicotina.

La nicotina (Nic) es un alcaloide natural (Figura 7) que se encuentra en la
planta del tabaco (Nicotiana tabacum). Constituye aproximadamente de 0.6 - 3.0%
del peso seco y su funcidon en la planta es la de insecticida (Hukkanen, 2005). Ver

anexo |.

\ -

I
Z CH;
(S)-Nicotina

Figura 7. Estructura de la (S)-nicotina (C1oH14N2). Nombre
IUPAC, 3-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il] piridina. Modificado
de Hukkanen y col., 2005.

I1.3.1 Efectos fisiolégicos.

La administracion de Nic puede facilitar la liberacion de neurotransmisores
como acetilcolina, dopamina, epinefrina, serotonina, glutamato, entre otros (Dani y
Bertrand, 2007), lo que implica la activacion de diversos sistemas. Por ejemplo, la
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liberacion de dopamina activa los sistemas de recompensa, por lo que se piensa es

un mecanismo que favorece la adiccion a la Nic (Pidoplichko y col., 2004; Kenny y
Markou, 2006). De igual manera, la liberacion de glucosa del higado y de epinefrina
de la médula adrenal tiene un efecto estimulante que posteriormente causa un
efecto de relajacion (Lagrue y col., 2001).

La administracion de Nic a pacientes con Alzheimer, Parkinson vy
esquizofrenia mejora diversas funciones cognitivas como la atencién, la informacion
espacial, el aprendizaje y la memoria (Newhouse y col., 1996; Smith y col., 2002).
En particular, la administracién crénica de Nic a pacientes con Alzheimer disminuye
la acumulacién de placas B-amiloide en el hipocampo (Liu y col., 2007).

11.3.2 Efecto de la nicotina en el hipocampo.

Una vez que llega al cerebro, la Nic se une a los receptores de acetilcolina de
tipo nicotinico (NAChRs, por sus siglas en inglés). En particular, los nAChRs mas
expresados en el hipocampo son los a4B2, a3p4, y a7 (Zoli y col., 1998; Fabian-
Fine y col., 2001). Los receptores a7 son altamente permeables a Ca®*, mientras
que los a4B2 son mayormente permeables a Na” y K*. Estos Ultimos presentan una
mayor afinidad a la Nic (Andersen y col., 2007). Estos receptores se localizan en
las neuronas presinapticas tanto en los axones como en los somas; y en las
neuronas postsinapticas, principalmente en las dendritas (Zarei y col., 1999).

En el hipocampo, la activacién de los nAChRs puede tener efectos tanto
excitadores como inhibidores. Estos efectos dependeran de la localizacién y de la
actividad de los nAChRs, asi como de factores alostéricos y el grado de
desensibilizaciéon (Ji y col.,, 2001). De esta manera, los receptores presinapticos
pueden aumentar la probabilidad de la liberacion de los neurotransmisores.
Mientras que los receptores postsinapticos producen una despolarizacién y un
incremento de la concentracién de Ca?" intracelular (Andersen y col., 2007).

11.3.3 Participacion de la nicotina en la potenciacion de largo plazo.
La activacion de los nAChRs por Nic u otros agonistas, participan en procesos
fundamentales de la plasticidad sinaptica como la LTP (Ji y col., 2001). En este
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sentido, se ha mostrado que el tratamiento agudo o crénico con Nic (Fuijii y col.,
1999) activa los receptores a7 y a4B2 presentes en las piramidales e interneuronas
de la region CA1 del hipocampo facilitando con esto la induccién de la LTP (Fujii y
col., 2000; Yamazaki y col., 2005). Incluso, Le Magueresse y col. (2007) mostraron
que aun en ausencia de estimulacién eléctrica la Nic es capaz de inducir la LTP.

1.4 Neuroglia.

El sistema nervioso central (SNC) esta compuesto de diversas poblaciones
celulares, las principales son las neuronas y las células gliales o neuroglia (Ridet y
col., 1997). La neuroglia es un conjunto de células, que tienen como funcién
general el mantenimiento de las condiciones homeostaticas de las neuronas entre
las que destacan: la regulacion de oxigeno, de nutrientes, control de las funciones
metabdlicas, regulacion de los niveles de neurotransmisores, asi como también la
regeneracion del tejido nervioso, entre otros.

Las células gliales son fundamentales en el desarrollo de las redes
neuronales, ya que guian y controlan las migraciones neuronales en las primeras
fases de desarrollo. Asimismo, establecen la regulacién bioquimica del crecimiento
y desarrollo de los axones y dendritas. Ademas, protegen fisicamente a las
neuronas del resto de tejidos y de posibles elementos patdgenos, al conformar la
barrera hematoencefalica (Gémez-Nicola y Nieto-Sampedro, 2008).

[1.4.1 Tipos de neuroglia.

El SNC de los mamiferos contiene tres principales clases de neuroglia: las
células ependimarias, las microgliales y las macrogliales, que a su vez se dividen
en oligodendrocitos y astrocitos (Gomez-Nicola y Nieto-Sampedro, 2008). Esta
clasificacion se realizé tomando en cuenta su tamafo y morfologia celular. En los
ultimos afos, el estudio de los astrocitos ha tomado gran importancia debido al
conocimiento de su participacion en funciones que se creian exclusivas de las

neuronas, como la transmision sinaptica.
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