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RESUMEN

El deterioro cognitivo asociado al envejecimiento comienza en la mediana edad y
progresa lentamente durante el resto de la vida. Esta disminucion se ha relacionado
con la hipofuncion del receptor NMDA y con una reduccion de los niveles cerebrales
de D-serina, su co-agonista endoégeno. En el presente trabajo, abordamos si la
suplementacion con D-serina podria prevenir el detrimento de la flexibilidad
cognitiva durante el envejecimiento. Para responder a esto, entrenamos a ratas
Wistar macho jévenes (de 6 meses), de mediana edad (de 18 meses) y viejas (de
24 meses) en una tarea de aprendizaje inverso. Las ratas de mediana edad y viejas
muestran un mayor numero de errores perseverativos durante la evaluacion de la
flexibilidad cognitiva en comparacion con las ratas jévenes. Sin embargo, las ratas
gue fueron suplementadas crénicamente con D-serina (2 meses antes de la prueba
de flexibilidad cognitiva) no mostraron diferencias en esta tarea en comparacion con
las ratas jovenes. Asimismo, utilizamos resonancia magnética funcional para
explorar la conectividad funcional cerebral en estado de reposo de las areas
cerebrales relacionadas con la flexibilidad cognitiva. Los grupos de mediana edad y
viejas tuvieron una reduccion significativa en la conectividad funcional cerebral entre
la corteza frontal y la corteza retrosplenial y de manera similar entre la corteza frontal
y la corteza cingulada. Por otro lado, la suplementacion de D-serina mejor6 la
actividad locomotora en las ratas viejas, mejorando la distancia y la velocidad de
estos animales. Asi como se observo con el comportamiento, la suplementacion con
D-serina evitd una disminucion en la conectividad funcional cerebral de las ratas
viejas, haciéndolas comparables con las ratas jovenes. En conclusion, la D-serina
revierte la disminucion la conectividad funcional cerebral y la flexibilidad cognitiva
ademas de modular la actividad locomotora en ratas de mediana edad y en las
viejas, haciéndolas comparables a las ratas jovenes.

(Palabras clave: D-serina, NMDAR, Envejecimiento, RMf)



ABSTRACT

Aging-associated cognitive decline starts in middle age and slowly progresses
through the rest of life. This decline has been related to an NMDAR hypofunction
and a reduction of the brain levels of D-serine, the endogenous NMDAR co-agonist.
In the present work, we address if D-serine supplementation could prevent the
detriment of cognitive flexibility during aging. To answer this, we trained young (6-
month-old), middle-aged (18-months-old), and aged male rats (24-month-old) in a
reversal-learning task. Middle-age and aged rats display more perseverative errors
during the reversal phase in comparison with young rats. However, rats that were
chronically supplemented with D-serine (2 months before the cognitive flexibility test)
showed no differences in cognitive flexibility when compared with young ones.
Furthermore, we explored functional brain connectivity of areas related to cognitive
flexibility using fMRI with a 7T Bruker magnetic resonance imaging scanner . The
middle-age and aged groups had a significant reduction in the functional connectivity
between frontal and retrosplenial cortex, and frontal and cingulate cortex. On the
other hand, D-serine supplementation improved locomotor activity in old rats,
improving the distance and speed of these animals. As occurs with behavior, D-
serine supplementation prevented a decrease in functional connectivity making them
comparable to young rats. In conclusion, D-serine prevents a decrease in functional
connectivity as well as cognitive flexibility in middle-aged and aged rats, making

them comparable to young rats.

(Keywords: D-serine, NMDAR, Aging, fMRI)
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1.INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de Naciones Unidas
(ONU) proyecta un aumento significativo en el numero de personas mayores de 60
afos en las siguientes décadas a nivel mundial. La poblacién envejecida pasara de
ser de alrededor de 962 millones en 2017, a un aproximado de 2.1 mil millones en
2050 (ONU, 2015; OMS, 2015; UN DESA, 2017). En México, el comportamiento
poblacional sera similar y se calcula que esta poblacion ascienda de 9 a 15 millones
(Gonzélez, 2015).

El proceso de envejecimiento implica cambios morfolégicos y funcionales que llevan
al deterioro cognitivo, a modificaciones en la conectividad funcional cerebral y a
disminuciones en la actividad locomotora en la mayoria de los sujetos envejecidos,
incluso cuando no tienen una patologia (Ma et al., 2006; Starr et al., 1997). Estas
disminuciones son factores limitantes que comprometen la autonomia en las
actividades de la vida diaria de las personas mayores. El andlisis de las
intervenciones farmacoldgicas que permitan reducir o revertir los declives
estructurales y funcionales relacionados con la edad es fundamental para mejorar

la calidad de vida de las personas mayores.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el efecto de la administracion oral
cronica de D-serina, el co-agonista enddégeno de los receptores de N-Metil D-
Aspartato (NMDA), sobre las funciones cognitivas, la conectividad funcional cerebral
y la actividad locomotora. Estudiamos el envejecimiento en ratas de mediana edad
(18 meses) y viejas (24 meses) suplementadas con D-serina para mantener la
funcion de los receptores NMDA y asi prevenir cambios morfolégicos y funcionales

relacionados con el envejecimiento.

La flexibilidad cognitiva implica la facultad de adaptar el comportamiento para dar
una respuesta adecuada en un entorno cambiante (Harada et al., 2013). Esta
funcién es necesaria para aprender nuevas habilidades, adaptar el comportamiento

a nuevas situaciones y para la resolucion de problemas novedosos, algunas



habilidades que disminuyen o se pierden con el envejecimiento (Berry et al., 2016a;
Salthouse, 2009).

En general, la flexibilidad cognitiva implica la capacidad de poder elegir y cambiar
entre conjuntos de respuestas, corregir errores y generar estrategias para resolver
un problema (Scarmeas et al., 2003). La disminucion de esta funcion cognitiva se
asocia con un comportamiento persistente, en el que un individuo continla
siguiendo la misma regla o comete el mismo error incluso cuando no tiene éxito en

la tarea que realiza o es evaluado.

La flexibilidad cognitiva depende de procesos como el procesamiento de la
informacion, el control de la atencién, el comportamiento dirigido a objetivos, la
inhibicion y la memoria de trabajo (Serrien & O’Regan, 2019). Estas funciones se
asocian a su vez con la organizacion de redes cerebrales a gran escala ya sea en
vigilia o en estado de reposo (Guye et al., 2010; Soldan et al., 2021) y su distribucion
se modifica con la edad en los humanos (Madden et al., 2010; Naglieri & Goldstein,
2014).

Las ratas Wistar (rattus novergicus), tienen redes cerebrales homélogas con los
humanos que también se asocian funciones cognitivas (Ferrari et al., 2012; Lu et al.,
2012; F. Zhao et al., 2008). En particular, en animales con deterioro cognitivo
existen adaptaciones de la conectividad funcional cerebral que involucran areas del

cerebro como la corteza retrosplenial (Ash et al., 2016).

La corteza retrosplenial y otras regiones del cerebro relacionadas con la flexibilidad
cognitiva como la corteza prefrontal, la corteza orbitofrontal, la corteza cingulada y
el hipocampo tienen una expresion importante de los NMDAR (Monosov et al., 2020;
Yin et al., 2015). La activacién de los NMDAR requiere la union de Glutamato y D-
serina sus sitios de unién especificos en sinapsis glutamatérgicas en estas regiones
(Le Bail et al., 2015; Marquardt et al.,2019; Dallerac et al., 2020) .La concentracion
y el contenido de D-serina en el cerebro disminuyen con el envejecimiento (Junjaud

et al., 2006; Potier et al., 2010) lo que conduce a la hipofuncién de los NMDAR, a la
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reduccion de la complejidad dendritica y al deterioro cognitivo (Lin et al., 2014;
Rowland et al., 2005) .

El presente trabajo examina el efecto de la administracion cronica de D-serina sobre
los cambios conductuales y funcionales asociados con la edad mediante el analisis
de la conectividad funcional cerebral en estado de reposo, la evaluacién de las

funciones cognitivas y la evaluacion de la actividad locomotora.

2. ANTECEDENTES

2.1 ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un proceso dinamico, multifactorial, progresivo e inherente a
todos los seres vivos que involucra factores genéticos, fisicos y ambientales
(Benayoun et al., 2015; Goldspink, 2012; Keller & Engelhardt, 2013). A nivel mundial, la
proporcién de personas envejecidas en 2015 era del 12% y se espera que para
2050 sea del 22%, por tanto, se proyecta que el nimero de personas envejecidas
en el mundo sea de mas de 2 mil millones de personas (OMS, 2022). Este aumento
en la longevidad humana se asocia con mejoras en los servicios de salud, a estilos
de vida mas saludables, mejoras en la dieta y al desarrollo de vacunas y
tratamientos médicos que disminuyen la mortalidad en la infancia o en la adultez
joven y al control de enfermedades cronico-degenerativas (Gaigbe-Togbe et al.,
2022).

En el ser humano, el envejecimiento inicia alrededor de los 30 afios (Elliott et al.,
2021; Zannas, 2019) y se considera como poblacion envejecida a aquella que tiene
mas de 60 afos (Bloom & Luca, 2016). Durante este proceso disminuye la funcion
de sistemas, tales como el sistema cardiovascular, el sistema muscular (Lee et al.,
2021), el sistema digestivo (Camilleri, 2022), el sistema renal (Yamaguchi et al.,

2021) y el sistema nervioso central (Glorioso & Sibille, 2011).
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Respecto al sistema nervioso central, es destacable que existe una disminucion del
volumen total del cerebro, del grosor cortical (Lemaitre etal., 2012) y de los
procesos de la neurogénesis (Dayna 2016). A la vez, hay un ensanchamiento del
area ventricular lateral (Kwon et al., 2014), presencia de surcos corticales mas
pronunciados (Jin et al., 2018) adelgazamiento de la corteza temporal, de la corteza

cingulada anterior y del giro fusiforme (Zhuang et al., 2022).

Los efectos del envejecimiento son variables entre los individuos (Cabeza et al.,
2018; Curiati et al., 2009; Xia et al., 2020). Ademas de la edad cronolégica, existen
variables psicolégicas y socioculturales (Alvarado A & Salazar M, 2014; Harada et al.,
2013) que pueden influir e incluso determinar el deterioro asociado al envejecimiento
(Geoffrey S., 2016). Por ejemplo, las actividades recreativas fuera de casa, tener un
trabajo, estar integrados con redes sociales fuertes (constante contacto con familia,
vecinos, amigos), disminuye las probabilidades de experimentar un deterioro
general en el funcionamiento cognitivo (Deaton et al., 2007; Garcia-pefa et al.,
2017; Guidi et al., 2015; T. Lin et al., 2017; Shoji et al., 2016). Asimismo, individuos
con mayor escolaridad, tienen mayor grosor cortical y obtienen mejores puntajes en

evaluaciones de memoria episédica (Angel et al., 2010; SJ et al., 2010).

Por otro lado, factores biol6gicos como el estrés oxidativo, la neuroinflamacion, la
glicosilacion de las proteinas y la disminucion del funcionamiento de la micro y
macroglia para mantener la homeostasis (Cui et al., 2012; Pizza et al., 2011; Soreq
et al.,, 2017; Soultoukis & Partridge, 2016; Sparkman & Johnson, 2008) resultan en la
disminucién de la locomocion y la disminucién en las funciones cognitivas (Cacola
et al., 2013; Salthouse et al., 2003). A continuacién, se abordaran con mas detalle

estos ultimos dos factores.

2.2 FUNCIONES COGNITIVAS Y ACTIVIDAD LOCOMOTORA
El deterioro de las funciones cognitivas asociado al envejecimiento es muy

heterogéneo (Harada etal., 2013; Lowsky etal., 2014). En el envejecimiento

patolégico, hay una pérdida severa de las funciones cognitivas, se desarrollan
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enfermedades neurodegenerativas y se generan demencias como la de tipo
Alzheimer (Berchtold & Cotman, 2009). Por el contrario, en el envejecimiento no
patologico (Fernandez-Ballesteros etal.,, 2012; Mesquita etal.,, 2021) existen
fendmenos de resistencia y resiliencia que permiten conservar en mayor medida las

funciones cognitivas (Bastos Leite et al., 2004; Montine et al., 2019).

De manera particular, en el envejecimiento no patoldgico, existen algunos
mecanismos compensatorios que se asocian con el éxito en el desempefio de
tareas de caracter cognitivo (Goldstein et al., 2014). Por ejemplo, los adultos
mayores (65 afios y mas) y los jovenes utilizan la corteza prefrontal durante la
atencion selectiva, sin embargo, los adultos mayores tienden ademas a utilizar
regiones contralaterales de la corteza prefrontal, proceso que se conoce como la
reduccion de la asimetria hemisférica con el envejecimiento (Madden et al., 2010).
Otro mecanismo compensatorio observado con neuroimagen funcional es la teoria
del modelo de cambio de posterior a anterior durante el envejecimiento (PASA, por
sus siglas en inglés). Este modelo sugiere que existe una reduccién relacionada en
la actividad occipital debido a la edad que se acompafia de una mayor actividad
frontal (Davis et al., 2008; Luo et al., 2019; Tsvetanov et al., 2015; H. Zhang et al.,
2017). Estos cambios en la actividad funcional de regiones cerebrales permiten a

los adultos mayores tener éxito en las tareas cognitivas evaluadas.

Sin embargo, a pesar de estos mecanismos compensatorios, funciones como la
memoria, la velocidad de procesamiento y el razonamiento disminuyen
progresivamente conforme envejecemos (Reichert et al., 2016; Salthouse, 2019;
van de Vijver et al., 2014) y también existen afectaciones en el aprendizaje y en las
funciones ejecutivas (Cutler et al., 2021; Ferguson et al., 2021). De acuerdo con la
teoria de inteligencia de Catell (Cattell, 1963) las funciones anteriores pertenecen a
la cognicion fluida que incluye habilidades que requieren adaptacion a nuevas
situaciones, lo cual es observable en conjunto en un proceso cognitivo llamado:

flexibilidad cognitiva.
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2.2.1 Flexibilidad cognitiva
La flexibilidad cognitiva se define como el ajuste rapido del comportamiento de

acuerdo con reglas cambiantes (Harada et al., 2013), asi como la habilidad para
alternar entre diferentes tareas y decidir entre diferentes opciones (Uddin, 2021).
Esta capacidad es indispensable para la supervivencia y se encuentra
evolutivamente conservada en diferentes especies tales como moscas (Mancini
2019) peces (Vila Pouca, 2021), aves (Bond 2007) roedores (Cooper 2021), y

primates no humanos (Lacreuse, 2018).

Una adecuada flexibilidad cognitiva requiere de habilidades como cambiar entre
sets de respuestas, corregir errores y generar estrategias de adaptaciéon (Anderson
et al., 2008). Los principales sistemas de neurotransmisién involucrados en la
flexibilidad cognitiva son colinérgicos (Cammarata & de Rosa, 2022; Ragozzino et al.,
2012), dopaminérgicos (Berry et al., 2016b; Radke et al., 2019; van Holstein et al.,
2011) y glutamatérgicos (Hyer et al., 2021; Jett et al., 2017a; Nikiforuk et al., 2010; Stefani
& Moghaddam, 2010) y la falta de flexibilidad cognitiva es una caracteristica en
enfermedades psiquiatricas que involucran a estos sistemas, como el trastorno de
ansiedad generalizada (J. K. Lee & Orsillo, 2014) el trastorno obsesivo compulsivo
(Rosa-Alcazar etal.,, 2020), la esquizofrenia (Champagne-Lavau etal., 2012;
Thoma et al., 2007) , trastornos por abuso de sustancias (Stalnaker et al., 2009),
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson (Grospe et al.,, 2018) y la
enfermedad de Alzheimer (Rorabaugh et al., 2017).

Por otra parte, la evaluacién de la flexibilidad cognitiva en distintas edades ha
revelado que esta funcién se encuentra disminuida durante el envejecimiento
(Axelrod et al.,, 1993; Mathias et al., 2007), observandose un incremento en el
tiempo de reaccion (Gajewski etal., 2010) y un aumento en los errores
perseverativos (Gullstrand etal., 2022; Lacreuse etal., 2018). De manera
conductual, este decremento corresponde a algunas dificultades de los adultos

mayores para adaptarse al uso de nuevas tecnologias, adquirir nuevos habitos o
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interactuar con sistemas digitales, (Mearin etal., 2007) comprometiendo la

independencia y la autonomia de las personas mayores.

La flexibilidad cognitiva se asocia con la integridad de &reas cerebrales como el
cingulo dorsal anterior que permite que exista una menor interferencia de estimulos
irrelevantes al realizar una tarea de flexibilidad cognitiva (Grospe et al., 2018) la
corteza prefrontal medial que codifica la informacion de retroalimentacion en la tarea
y permite el cambio de respuesta (Spellman et al., 2021)y la corteza orbitofrontal,
en la que hay una importante participacion de la sefializacion por citocinas en esta
corteza para permitir una conducta adaptativa a nuevos estimulos (Donegan et al.,
2014). En este sentido, Dajani y Uddin describieron patrones de conectividad
cerebral en estado de reposo utilizando resonancia magnética funcional (RMf) que
sugieren una participacion importante de la corteza dorsal anterior, la corteza
cingulada, la corteza prefrontal dorsolateral y ventrolateral, la insula dorsal anterior,
el I6bulo parietal superior y la unién frontal interior con la flexibilidad cognitiva (Dajani
& Uddin, 2015). Para que pueda realizarse con eficacia, la flexibilidad cognitiva
requiere de la participacion de otras funciones como, la inhibicion y la memoria de
trabajo y la atencion (Hanania & Smith, 2010; Schuch et al., 2020; Vandierendonck, 2021),

esta Ultima funcion se abordara en el siguiente apartado.

2.2.2 Atencibn
La atencion es un proceso cognitivo complejo que consiste en dirigir los sentidos

hacia un estimulo novedoso (Daffner et al., 2000) o saliente (Hadas et al., 2016) y
a su vez en enfocarse en un estimulo especifico mientras se ignoran otros estimulos
(Naglieri & Goldstein, 2014). La atencién requiere que un estimulo sensorial sea
detectado y que se genere una respuesta conductual coordinada (Battich et al.,
2020). Esta funcion se compone diversos procesos, como la habilidad de sostener
la atencion a lo largo del tiempo (Robbins, 2002; Sarter et al., 2001), la habilidad de
atender de manera selectiva a un conjunto de estimulos mientras se ignora otros
(Lin etal., 2020), y a la capacidad de cambiar entre diversos conjuntos de

estimulos/tareas (Haro et al., 2022). Las caracteristicas relevantes para evaluar la
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atencion son el tiempo de reaccion (Reigal etal., 2019) la deteccion de
sefales/pistas (MacQueen et al., 2018), la discriminacion de estimulos irrelevantes
(Lange, 2005) , la posibilidad de cambiar entre diversos estimulos (Lieu et al., 2021)
y los errores cometidos (Gendle et al., 2003).

Los principales neurotransmisores relacionados con la atencion son la acetilcolina
(Hasselmo & McGaughy, 2004; Hoff et al., 2007), la dopamina (Dang et al., 2012), la
norepinefrina (Beane & Marrocco, 2004) y el glutamato (Lehohla et al., 2004). Por otra
parte, las principales estructuras cerebrales que permiten la atencion son la corteza
prefrontal (Bloem et al., 2014; de la Pefa et al., 2021), el area ventral tegmental
(Flores-Dourojeanni et al., 2021), el estriado (H. J. Zhang et al., 2021), el tadlamo (de
Bourbon-Teles et al., 2014), el cingulo anterior (Weissman et al., 2003, 2005) y la
corteza retrosplenial (Nelson et al., 2014; Powell et al., 2017). La atencién se
encuentra disminuida en algunos trastornos y enfermedades mentales como el
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (Hong et al., 2022), la esquizofrenia
(Morris et al., 2013), el trastorno bipolar (Streicher et al., 2020), el autismo (Emmons

et al., 2022) y el trastorno depresivo mayor (W. Zhao et al., 2021).

\\Ié

Talamo

Figura 1. Areas cerebrales involucradas en la atencion y la flexibilidad cognitiva en la rata. La
atencion y la flexibilidad cognitiva dependen de la activacion de algunas areas anatémicas
como la corteza prefrontal (PFC) (Kim et al., 2011) el estriado (STR) (Bissonette & Roesch,
2017; Klanker et al., 2013), la corteza insular (insula) (Menon & Uddin, 2010; Varjacic et al.,
2018) el tAlamo (Marton et al., 2018; Rajeev et al., 2018) la corteza cingulada (ACC y DCC)
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(Oemisch et al., 2015; Voloh et al., 2015) y la corteza retrosplenial (RSC) (Hermans et al.,
2018; Powell et al., 2017).

Por otro lado, la atencion también es una funcién que se ve afectada por el
envejecimiento. Cuando se comparan dos grupos de adultos (55-59 afios vs 60-65
afos) se observan diferencias entre ellos, teniendo un menor desempeifio los mas
viejos en la capacidad de atencion inmediata, la selectividad de estimulos, la
capacidad para inhibir la interferencia de sefiales no pertinentes y el cambio de
atencién de un conjunto de estimulos a otros (Commodari & Guarnera, 2008). También
se ha reportado que sujetos de entre 55 a 65 afios presentan una disminucién en la
capacidad de atencién inmediata simple, la selectividad, la capacidad para inhibir la

interferencia de sefales irrelevantes y el cambio atencional (Commodari, 2016).

La atencién se encuentra disminuida junto con factores de caracter sensorial, como
alteraciones en la estructura y funcion de las regiones cerebrales que median la
entrada visual (Chou et al., 2013) o de caracter motor, como el equilibrio, la postura
o la caminata. (Woollacott & Shumway-Cook, 2002). Se ha descrito que la velocidad
de la marcha se reduce de manera significativa cuando las personas tienen que
resolver un problema (Holtzer et al., 2006) o realizar una tarea atencional (Holtzer

et al., 2012) e incluso cuando se genera habla espontanea (Plummer et al., 2020).

Ademas, se ha demostrado que las personas con declive cognitivo son mas lentas
en tareas en las que se pide tener movimientos complejos al caminar, como
aumentar la velocidad del paso o dar pasos estrechos (Rosso et al., 2019). En el
siguiente aparatado se abordan con mas profundidad las caracteristicas de la

actividad locomotora.

2.2.3 Actividad locomotora
El movimiento espontaneo es una caracteristica que refleja bienestar y salud de los

individuos (An et al., 2020; Caldwell et al., 2021). La inactividad de humanos y
animales se asocia con problemas de estrés y depresion (Young et al., 2015),

ademas, personas con déficits cognitivos, presentan mayor dependencia de otras
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personas para realizar actividades basicas e instrumentales de la vida diaria y un

peor desempefio psicomotor (Morais et al., 2019).

Durante el envejecimiento, la capacidad locomotora disminuye y esto se relaciona
con distintos factores, por ejemplo, la atrofia del musculo esquelético (Gomes et al.,
2017) la degeneracion de la union neuromuscular (Terme Euganee, 2016), la
pérdida de fuerza, de elasticidad y de resistencia, asi como una incapacidad para
regenerar el masculo y los huesos dafiados (Domingues-Faria et al., 2016). En este
sentido, Keller et al. mostraron que, en humanos, alrededor de los 40 afios existe
una disminucion acelerada de masa muscular y de fuerza isométrica, que se ve
reflejada en la disminucién de la capacidad de flexion y de libre movimiento de las
piernas (Keller & Engelhardt, 2013).

En condiciones fisiolégicas, todas las fases de remodelacion 6ésea son moduladas
por la activacion de los NMDAR y la D-serina (Villasefior et al., 2021). Los huesos
de los animales envejecidos se caracterizan por un desbalance entre los procesos
de formacion (osteoblastogénesis) y de absorcidn ésea (osteoclastogénesis),
proceso que es regulado por el glutamato (Yoneda, 2017). Este desbalance conlleva
a una disminucion progresiva de la densidad mineral 6sea (DMO) y a alteraciones

relacionadas al envejecimiento.

En el SNC, esta habilidad se ve afectada por diversos factores, uno de ellos es la
pérdida de la integridad de la sustancia blanca, particularmente en el cuerpo calloso
(13 etal., 2017; Rathee et al., 2016). La conservacion de las conexiones entre
distintas areas del cerebro es necesaria para aprender secuencias motoras la
conectividad entre la corteza premotora y la corteza motora primaria una
conectividad reducida en la corteza premotora dorsal y la corteza motora primaria
(M1) (Ni et al., 2015; Schulz et al., 2014). De igual forma, Hermans et al., (2018)
encontraron alteraciones en la inhibicion intracortical de corto y largo intervalo
utilizando Estimulacion Magnética Trascreaneal en la corteza motora primaria
izquierda, sus resultados sugieren que un envejecimiento saludable da lugar a una

inhibicion que podria estar reducida a nivel del receptor postsinaptico en adultos
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mayores (Hermans et al., 2018).

Por otra parte, Balu et al., (2012) encontraron que la D-serina regula la arquitectura
dendritica en la corteza somatosensorial, de tal forma que ratones knockout de
serina racemasa (SR) tuvieron una menor arborizacion, longitud y densidad de sus
dendritas en esta corteza. Para que se lleve a cabo una funcibn motora, es
necesario tener la habilidad de preparar y ejecutar una accion (Stockel et al., 2017)
a nivel de sistema nervioso central y a nivel musculoesquelético. Ambos niveles se
encuentran regulados por los receptores NMDA y una intervencion con su co-
agonista D-serina que se encuentra disminuida a nivel central y periférico, podria

modificar la funcién motora en animales envejecidos.

2.2.4 Papel de los receptores NMDA en la disminucién de las funciones
cognitivas que se asocian con la edad

Los receptores NMDA (NMDAR) son receptores glutamatérgicos de tipo ionotrépico
gue se encuentran ampliamente expresados en el SNC. La activacion del NMDAR
requiere que ocurran de manera simultanea la despolarizacion de la membrana
postsindptica, asi como la unién del glutamato y D-serina/ glicina a sus sitios de
union (Billard, 2015) (Fig.2). Estas caracteristicas les otorgan a estos receptores la
capacidad de ser detectores de coincidencia y permiten la plasticidad cerebral y
procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria (Bardaweel et al., 2014). Por
mucho tiempo se pens6 que la Glicina era el co-agonista enddgeno de los
receptores NMDA, sin embargo, ahora se considera el aminoacido D-serina es el
co-agonista enddgeno en la neurotoxicidad, la transmision y la plasticidad sinapticas
mediada por este receptor (Foltyn et al., 2005; Henneberger et al., 2010; Panatier
et al., 2006; Van Horn et al., 2013).
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Figura 2. Representacién esquematica del receptor NMDA. Es un receptor anclado a
la membrana celular que, en reposo, se encuentra bloqueado por el magnesio. Se compone
de dos subunidades, la NR1 en la que se encuentra el sitio de union a la D-serina, y la
subunidad NR2, en la que esta el sitio de union al glutamato. La activacién del receptor
NMDA permite el influjo de Na*y Ca** Imagen modificada de (Mor, 2012).

2.2.5 Cambios morfoldgicos en el SNC que ocurren por efecto del
envejecimiento

Una de las caracteristicas mas notables del envejecimiento es la reduccién del
volumen de la sustancia gris en el encéfalo, esta reduccion se relaciona con la
pérdida de las neuronas en areas neuroanatomicas especificas como la corteza
prefrontal y el hipocampo (Harada et al., 2013; Rosenzweig & Barnes, 2003; Shankar,
2010). En particular, Rosenzweig et al., (2003) mostraron que la pérdida de sinapsis

en el giro dentado contribuye a la disminucion de la plasticidad sinaptica.
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Aungue no se conoce con claridad la razén por la que las neuronas comienzan a
morir, se cree que las células acumulan de manera progresiva materiales biologicos
residuales como, por ejemplo, proteinas aberrantes, mitocondrias defectuosas y
otros organulos que inducen dafio y muerte celular (Droge & Schipper, 2007; Palop
etal.,, 2007; Terman et al., 2007). De igual forma, existe un aumento del estrés
oxidativo, lo que puede llevar a activar las vias proapoptéticas mitocondriales y
lisosomales, culminando en la muerte celular (Harada et al., 2013; Shankar, 2010;
Terman et al., 2007). En concordancia con esto, el grosor cortical de las regiones
superior frontal, precentral, postcentral, temporal superior y occipitales estan
disminuidos en relacion con la edad de los sujetos analizados (Salat et al., 2004).
De igual manera, se ha descrito una reduccion en el volumen intracraneal, el
volumen cerebral y el volumen de materia blanca en personas de méas de 60 afios
(Berry et al., 2016a; Guttman et al., 2021).

2.3.D-SERINA
La D-serina es un D-aminoacido presente en el cerebro, tejido periférico y en fluidos

fisioldgicos (Hashimoto, Nishikawa, et al., 1993). Es el principal co-agonista de los
receptores NMDA vy participa de manera crucial en funciones cognitivas y motoras
a nivel de sistema nervioso central y a nivel periférico. A continuacion, se describen

la sintesis, la farmacocinética y la farmacodinamia de la D-serina.

2.3.1 Sintesis de la D-serina
La D-serina es sintetizada, almacenada y liberada principalmente de manera

endogena en el cerebro por los astrocitos (Beltran-Castillo et al., 2017; Martineau
et al., 2014; Papouin et al., 2017) y por las neuronas (Ehmsen et al., 2013). Se
estima, que representa de 20 a 25% del total de la serina del cuerpo en la rata
(Hashimoto et al., 1992, 1995).

La sintesis de este aminoacido depende de la enzima serina racemasa (Wolosker
et al., 1999). Esta enzima es la encargada de convertir la L-serina en D-serina en

presencia de piridoxal 5- fosfato (PLP) y se libera tras la activacién de los receptores
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de glutamato (Pollegioni & Sacchi, 2010). La degradacion de la D-serina se lleva a

cabo por accion de la enzima D-aminoacido oxidasa (DAAO).
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Figura 3. Esquema de la sintesis de la D-serina. La D-serina es sintetizada tanto en neuronas
como en astrocitos. La difusién de la glucosa es facilitada por los transportadores GLUT1, desde los
capilares hacia los astrocitos, en donde es catalizada por accién de la enzima fosfoglicerato-
deshidrogenasa (Phgdh) a L-serina (L-ser). La L-ser es convertida a D-serina (D-ser) por accién de
la enzima Serina Racemasa (SR) que se encuentra en neuronas y astrocitos. La L-serina y la D-
serina tienen movimiento entre ambos tipos de células gracias a los transportadores ASCT (de
manera bidireccional entre astrocitos y neuronas) y a los transportadores de alanina-serina-cisteina-
1 (ASC-1) (de manera unidireccional desde/hacia las neuronas). Al ser liberada, la D-serina
sintetizada en los astrocitos puede dirigirse de manera directa a su sitio de unién, los NMDAR. La D-
serina sintetizada en las neuronas, puede dirigirse de nuevo hacia los astrocitos o hacia su sitio de

unién en los NMDAR (Imagen adaptada de Van Horn et al, 2013).

2.3.2 Farmacocinética y farmacodinamia de la D-serina
Cuando es administrada de manera exdgena, la D-serina es absorbida en las

células epiteliales del intestino gracias a la actividad de los transportadores ATBO y
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ATBO*, desde el lumen hasta las células de la mucosa (Hatanaka et al., 2002). Las
Las ratas jovenes (P14-P15) tienen una concentracion de D-serina enddgena en el
plasma de 1.9 nmol/ml. Cuando la D-serina es administrada por via oral a dosis de
0.6 mmol/kg (64.3 mg/kg) a estos animales, la D-serina tiene una biodisponibilidad
del 94%. El tiempo maximo (Tmax) es de 72 + 16 min y alcanza una concentracién
maxima (Cmax) en plasma de 399+ 92 nmol/ml. Aproximadamente a los 360
minutos, la D-serina vuelve a los niveles basales, siendo metabolizada en el higado

y eliminada por via renal (Hasegawa et al., 2019).
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Figura 4. Curvarepresentativa de la farmacocinética de la D-serina administrada por via oral.
La cantidad de D-serina enddégena en el plasma es de 1.9 £ 0.3 nmol/ml en ratas jévenes. La D-serina
es absorbida en el intestino por los transportadores ATBO y a dosis de 0.6 mmol/kg de peso, se tiene
una biodisponibilidad del 94+27%, alcanzando una concentracion maxima (“max) de
399 + 92 nmol/ml a los 72 + 16 min minutos. La D-serina es metabolizada en el higado y eliminada

por via renal. Adaptado de Hasegawa et al., 2019.
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En el liquido intersticial y el liquido cefalorraquideo, Kasai et al., (2011) el sistema
regulador de los niveles de D-serina requiere de la participacion de 3 importantes
procesos: 1) El transportador independiente de alanina-serina-cisteina Na (+) en la
barrera hematorraquidea, que actia como una via principal de eliminacion de D-
serina del fluido cerebroespinal; 2) La expresion de transportadores en las células
endoteliales que permiten su movilizacion entre la sangre, el cerebro y el fluido
cerebroespinal y 3) la absorcion de D-serina por las células del parénquima cerebral
(Czeredys et al., 2008; Kasai et al., 2003; O’Kane et al., 2004)(Fig. 3). De este
modo, la administracion periférica de D-serina (p.o., ip, iv, etc) puede aumentar las
concentraciones cerebrales extra e intracelulares a pesar de la difusion débil a

través de la barrera hematoencefalica (Pernot et al., 2012).

Utilizando la técnica de microdialisis in vivo, se mostro que la cantidad extracelular
de D-serina es mayor en la corteza prefrontal medial y el cuerpo estriado (Hashimoto
et al., 1995), en donde su concentracién se duplica a la de la glicina (Hashimoto,
Kumashiro, et al., 1993; Knispel et al., 1992). En ratas y humanos, la D-serina se
localiza de manera importante en el hipocampo, la amigdala, el hipotalamo, el
nacleo accumbens, la corteza visual, prefrontal y somatosensorial (Hashimoto et al.,
1995; Papouin et al., 2017; M. Schell et al., 1997; M. J. Schell et al., 1995; Staubli
et al., 2016). Su concentracién se correlaciona con la distribucién de los NMDAR,
mostrando altas concentraciones en los periodos embrionarios y hasta 86 dias
postnatales (Hashimoto, Nishikawa, et al., 1993). Durante el envejecimiento, los
niveles de D-serina en ratas se encuentran disminuidos en estructuras, como el
hipocampo y la corteza prefrontal. La D-serina disminuye debido a la menor
expresion de la enzima que permite su sintesis, la serina racemasa y se
correlacionan con déficits asociados a la edad, como disminucion de distintos tipos
de memoria (Bodner et al., 2020; Potier et al., 2010).

Mantener los niveles 6ptimos de este aminoacido es importante para que el cerebro
pueda funcionar de manera adecuada. En este sentido, se ha observado que la D-

serina es esencial para el establecimiento de la potenciacion de larga duracion y

24



participa en proceso cognitivos como la memoria (LOpez-Hidalgo et al., 2012;
Staubli et al., 2016). Ademas, la D-serina influye en la sinaptogénesis y regula la

arquitectura dendritica (Balu & Coyle, 2012; Fuchs et al., 2006)

Los cambios en el metabolismo de la D-serina son relevantes en trastornos
asociados al malfuncionamiento de los NMDAR como la esquizofrenia, la isquemia,
la epilepsia y desordenes degenerativos. (Durrant & Heresco-Levy, 2014; Genchi, 2017;
Mustafa et al., 2010) Ademas, se ha demostrado que las concentraciones de D-serina
se correlacionan negativamente con el trastorno depresivo mayor y con la severidad

de este trastorno (Ishiwata et al., 2018)

2.4. CONECTIVIDAD FUNCIONAL CEREBRAL POR RESONANCIA
MAGNETICA FUNCIONAL

La imagen por resonancia magnética es una técnica no invasiva y no dolorosa que
utiliza un campo magnético y pulsos de radiofrecuencia para generar y recolectar
sefales de diferentes tejidos y a partir de ellas crear imagenes que permiten hacer
evaluacion diagndstica de mudltiples patologias en diversas partes del cuerpo
(Deplano et al., 2021; Mathur et al., 2015; Tomas et al., 2019). En el cerebro, es
posible detectar con esta técnica anormalidades en la materia gris (Arrondo et al.,
2022), la materia blanca (Ong et al., 2022), el tejido 6seo (Yildirim et al., 2005) , el
tejido conectivo (Razek, 2016) y el tejido vascular (Staals et al., 2014).

El principio bésico de la RM es que los distintos tejidos contienen &tomos de
hidrégeno Los atomos de hidrogeno son basicamente protones, que se comportan
como dipolos magnéticos por tanto, ante un campo magnético suficiente, estos
dipolos  se alinean y con pulsos de radiofrecuencia pueden generan una sefial
detectable (Brown et al., 2014; Grover et al., 2015)

En una RM del cerebro, se obtienen contrastes que permiten observar los distintos
tejidos que lo constituyen, debido a que cada uno de estos tejidos contiene distintas
proporciones de agua y grasa, que modifican la sefial magnética recibida. La

materia blanca que esta constituida por fibras de axones contiene un aproximado
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de 70% de agua, mientras que la materia gris, formada por las células nerviosas
(neuronas, astrocitos) tiene aproximadamente un 80%, en cambio, el liquido

cerebroespinal es 100% agua (Laurella, 2017).

2.4.1 Resonancia magnética funcional
La actividad neuronal puede ser analizada con diferentes técnicas incluyendo la

RMf. En esta modalidad, se utiliza un medio de contraste endégeno, la hemoglobina,
que tiene propiedades magnéticas opuestas cuando estd ligada al oxigeno
(diamagnética) que cuando no lo esta (paramagnética). Esta diferencia permite
detectar cambios en la sefial que dependen del nivel de oxigenacion de la sangre
(BOLD por las siglas en inglés de Blood Oxygen Level Dependent), que nos
permiten identificar de manera indirecta la actividad cerebral. Se aprovecha esta
sefial BOLD para medir las respuestas metabdlicas/vasculares durante la actividad
espontanea y durante la ejecucion de tareas motoras, como mover un dedo;
sensoriales, a través de estimulos visuales o auditivos; y cognitivas, con pruebas
como N-Back, lectura o procedimientos matematicos. Una de las ventajas de la
resonancia magnética, es que es una técnica poco invasiva con respecto a otras
técnicas como la tomografia por emisién de positrones (PET), en la que se necesita

inyectar un medio de contraste para obtener imagenes anatomicas o metabdlicas.

2.4.2 Conectividad funcional cerebral
La sefial adquirida con la técnica de RM brinda informacion funcional del cerebro a

través de diferentes modalidades. Algunas de ellas dependen del andlisis de la
sefial dependiente de oxigenacion de la sangre o BOLD  (Seiyama et al., 2004) y
las técnicas de difusion (Tractografia, perfusion y la espectroscopia) que permiten

analizar el movimiento de las moléculas de agua en el cerebro (Pagani et al., 2008).
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Figura 5. Representacion esquematica de los principios basicos de latécnica de RM.
A) En ausencia de campo magnético, los dipolos magnéticos de los protones estan
orientados al azar. B) Dipolos  alineados ante un campo magnético (lineas amarillas),
estos pueden estar alineados de manera paralela (menor energia) o antiparalela (mayor
energia) al campo. C) Movimiento de precesion, los dipolos de los protones giran alrededor
del eje del campo magnético y D) Magnetizacion neta (Mo), el vector (promedio de los

dipolos magnéticos de los protones ) se alinea al campo magnético externo. E) Una vez
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que los dipolos de los protones estan alineados, se aplican pulsos de radiofrecuencia
que haran resonancia con los nucleos de hidrégeno y esto hard que Mo rote hacia un angulo
determinado y quede ubicado en el plano xy. F) La sefial recibida va decayendo a lo largo
del tiempo debido a que los dipolos  se defasan y se realinean con el campo magnético
. G) (derecha)T1 = tiempo de relajacion longitudinal (izquierda) T2= tiempo de relajacion
transversal. Imagenes adaptadas de: Khalilzad-Sharghi, 2014, Laurella, 2017 vy

fmridnewbies.com

Las neuronas de ciertas regiones cerebrales incrementan su demanda metabdlica
de oxigeno de manera sincronica, mientras que las de otras regiones ante el mismo
estimulo o tarea disminuyen, creando fluctuaciones de actividad aun en regiones
distantes (Figura 6). Esta relacién entre patrones de actividad y comunicacién
neuronal en distintas regiones distantes anatdmicamente en el cerebro, se
denomina conectividad funcional cerebral (van den Heuvel & Hulshoff Pol, 2010). El
estudio de la conectividad funcional cerebral ha permitido crear un mapa de redes
intrinsecas del cerebro que responden a diversos procesos cognitivos voluntarios e
involuntarios. Una de estas redes es la llamada Default Mode Network (DMN)
observada en humanos y parcialmente conservada en ratas y primates no humanos
(Ash et al., 2016).
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Figura 6. Sefial BOLD y conectividad funcional cerebral en estado de reposo

Estudios de conectividad funcional cerebral en humanos, han mostrado que el
envejecimiento tiene un gran impacto, no solo en la conectividad dentro de las redes
funcionales, sino también en la conectividad entre las diferentes redes funcionales
en el cerebro. Las redes cerebrales en personas envejecidas muestran un menor
modularidad (redes funcionales menos distintas) y una menor eficiencia local,
siendo las méas afectadas las redes que soportan funciones cognitivas de nivel
superior, como la DMN (Meunier et al., 2009). Por el contrario, la conectividad
aumenta con la edad en las redes somato-motoras y visuales, implicadas en el

procesamiento primario de la informacion (Fischer et al., 2016; Karube et al., 2019).

2.4.3 Conectividad funcional cerebral en ratas
El desarrollo de la tecnologia ha permitido el estudio de la conectividad funcional en

animales como los hurones (Yu et al., 2016; Zhou et al., 2016) los topillos (Ortiz
et al., 2018), los ratones (Bukhari et al., 2017), las ratas (Ash et al., 2016b; La Corte
et al., 2016) entre otros. En particular en las ratas, estudios realizados por Weber
(2006), Lu (2012) y Ash et al., (2016) han mostrado que las ratas presentan similitud

en las redes de conectividad con las observadas en humanos debido a que las
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fluctuaciones de la sefial BOLD en estado de reposo, se conservan entre especies
de mamiferos y pueden usarse para mapear sistemas cerebrales (Pawela et al.,
2008).

Una de las problematicas para estudiar la conectividad funcional en animales, es
gue se requiere en su mayoria, del uso de anestésicos que mantengan al animal
tranquilo, inmavil con el fin de evitar artefactos de movimiento (Ash et al., 2016b; Lu
et al., 2012). Dentro de los anestésicos utilizados para trabajar con roedores, se
encuentran el isoflurano, la medetomidina, la alfa-clorasa y el uretano, entre otros
(Jonckers et al.,, 2015). Como es de esperarse, el uso de anestésicos puede
modificar la actividad neuronal, asi como las respuestas hemodinamicas
relacionadas con la sefial BOLD (Bukhari et al., 2017; Grandjean et al., 2014). En
este sentido, Bukhar et al., (2017) analizaron los efectos de diferentes anestésicos
sobre la activacion de diferentes redes funcionales cerebrales de ratones. Aqui,
concluyeron que la medetomidina conserva la mayor parte de las conectividades
intra e inter-red, a excepcion de la red cortical asociativa. Ademas, se ha observado
gue el uso de isoflurano mantiene las interacciones funcionales de red intra e inter-
corticales. En un experimento de Grandjean (2014), se determindé que con una
combinacion de medetomidina e isoflurano, las correlaciones entre areas que
formaban ciertas redes de conectividad funcional, eran significativamente mayores
en comparacién con el uso de otros anestésicos como la tomedetomidina, el
isoflurano Unicamente, Propofol y el uretano. Es por lo anterior, que algunos
protocolos con roedores, principalmente ratones y ratas, se utiliza una combinacion
dexmedetomidina, un agonista a2 que produce efectos sedativos (dependientes de
la dosis), de analgesia, relajacion muscular y la ansiolisis . Recientemente se
introdujo en estudios de IRM funcionales longitudinales y de RMF en estado de
reposo en roedores, sin embargo, el efecto sedante de la medetomidina se reduce
con la infusidon constante cuando se administra sola, y se ha sugerido un aumento
gradual de la dosis para mantener la sedacién estable (Lu et al., 2012; F. Zhao et al.,
2008).
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2.4.4 Conectividad funcional cerebral en ratas durante el envejecimiento
La seflal BOLD cambian con respecto a la edad (Ash et al., 2016a; Bajic et al.,

2016). Comienza a detectarse en ratas a partir de los 13 dias postnatales
(Colonnese et al., 2008) y aumenta en amplitud conforme se llega a la adultez. A
través del andlisis de la sefial BOLD; es posible identificar la actividad entre dos o
mas estructuras cerebrales y determinar si tienen actividad coherente o no. Si esta

actividad corresponde en el tiempo, puede considerarse una red de conectividad

Ash et al., (2016), utilizaron los cambios en la conectividad funcional cerebral como
predictores del envejecimiento, destacando que la conectividad funcional estaba
relativamente preservada en las ratas viejas sin problemas de memoria, pero
modificada en aquellas ratas que presentaban puntajes menores en pruebas de
memoria. Los individuos con reducciones marcadas en la conectividad de la DMN
muestran un declive cognitivo significativo con respecto a los sujetos de la misma
edad que no muestran reducciones en la conectividad funcional cerebral de esta red
(Ash et al., 2016). Lo que demuestra que para conservar funciones cognitivas es
necesario que las areas cerebrales que subyacen a esta funcibn mantengan la

coherencia en su actividad.

Durante el envejecimiento, existen cambios a nivel morfolégico y funcional que
tienen correspondencia con la disminucién de funciones cognitivas, como la
atencioén y la flexibilidad cognitiva. Estos procesos son dependientes del receptor
glutamatérgico NMDA, que esta expresado ampliamente en areas cerebrales que
forman una red que subyace a estas funciones y cuya coherencia es esencial para
su ejecucion. El receptor NMDA requiere para su correcta activacion de su co-
agonista la D-serina y los niveles de este aminoacido disminuyen de manera
progresiva conforme envejecemos, lo que compromete el funcionamiento del
receptor NMDA, las funciones cognitivas que soporta y las redes de conectividad
que subyacen a ellas. La D-serina administrada de manera exogena tiene la

capacidad de ser absorbida por el intestino y de atravesar la barrera

31



hematoencefalica, por lo que brinda una opcién farmacolégica para disminuir o

revertir el deterioro cognitivo y motor asociado al envejecimiento.

3. HIPOTESIS
1. La administracion oral de D-serina disminuiré el déficit en la flexibilidad

cognitiva, la atencion y la actividad locomotora asociadas con la edad.

2. La administracion oral de D-serina permitird que se preserve la conectividad

funcional en redes en estado de reposo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de la administracion cronica de D-serina sobre la flexibilidad

cognitiva, la atencion, la actividad locomotora y la conectividad funcional cerebral

en estado de reposo en el envejecimiento.

4.2 Objetivos especificos
1. Caracterizar la flexibilidad cognitiva y la atencién en ratas de viejas, de mediana

edad y jovenes

2. Caracterizar la conectividad funcional en ratas de viejas, de mediana edad y

jovenes.
3. Caracterizar la actividad locomotora en ratas viejas, de mediana edad y jovenes.

4. Determinar el efecto de la administracion cronica de D-serina sobre la flexibilidad

cognitiva y la atencién en ratas de viejas, de mediana edad y jévenes

5. Determinar el efecto de la administracién créonica de D-serina sobre la

conectividad funcional cerebral en ratas de viejas, de mediana edad y jévenes

6. Determinar el efecto de la administracidon crénica de D-serina sobre la actividad

locomotora en ratas viejas, de mediana edad y jovenes.
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5. MATERIALES Y METODOS

Disefo: Transversal

5.1 Muestra
96 ratas Wistar macho divididas en 4 grupos

1) 24 ratas de 6 meses (12 tratadas con D-serina y 12 controles).
2) 24 ratas de 12 meses (12 tratadas con D-serina 'y 12 controles).
3) 24 ratas de 18 meses (12 tratadas con D-serina y 12 controles).

4) 24 ratas de 24 meses (12 tratadas con D-serina y 12 controles).

5.2 Consideraciones éticas para uso de animales
El uso de un modelo murino (rata Wistar) permite que se estudie el efecto de la D-

serina a nivel sistémico y conductual. La cepa Wistar se utiliza como modelo de
envejecimiento saludable, estudios sobre envejecimiento las utilizan en edades de
entre 23-28 meses (Sengupta, 2013; Ash et al., 2016; Ades, 2018) ya que su

esperanza de vida es de 30 meses (Bizon & Woods, 2009).

El nimero de animales fue calculado de acuerdo con la n utilizada en estudios de
resonancia magnética funcional con ratas, el rango mas utilizado es de 10 a 17 ratas
(Sanganahalli et al 2010, Xie et al. 2013; Ash et al, 2016) para este estudio se
utilizaron 12 por cada grupo de edad.

Todos los animales fueron adquiridos conforme a los preceptos juridicos aplicables
a las instituciones que reciben o negocian con animales, de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio. La investigadora encargada del proyecto tiene mas de una década de
experiencia en experimentacion animal y cuenta con certificacion de la American
Association for Laboratory Animal Science, todos los colaboradores del presente

protocolo estan certificados por el Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la
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UNAM, campus Juriquilla para el cuidado, proteccién y manejo de animales de

laboratorio y se cumplieron con los siguientes puntos:

1) Los animales fueron resguardados en el bioterio del Instituto de Neurobiologia de

la UNAM campus Juriquilla.

2) Las necesidades basicas de alimentacion, el cuidado y la observacion de los
animales fueron supervisados por las personas encargadas del entrenamiento y el

protocolo de resonancia magnética de los animales.

3) La alimentacion de las ratas fue restringida para garantizar que mantuvieran un
peso adecuado y para obtener respuestas condicionadas en el protocolo de
atencion y flexibilidad cognitiva. La restriccion fue calculada utilizando informacién
del comité de uso y cuidado animal del hospital Johns Hopkins (Ades, 2018), la
universidad de Boston y la guia de restriccion alimentaria en roedores del National
Institute of Health (Keenan et al, 2000). Ratas ad libitum se alimentan
aproximadamente de 5gr por cada 100 gramos de peso corporal (15-17 gr. de
alimento para ratas de 300-350 gr) en animales en restriccion se debe cumplir con
el 80% de la cantidad diaria de alimento, por lo que se proporcioné a las ratas entre

12-14 grs. diariamente, dependiendo de su peso.

5.3 Descripcion de los procedimientos

5.3.1 Entrenamiento
Un mes previo al entrenamiento, las ratas fueron manipuladas y habituadas al

experimentador. Se utilizaron 3 dias para exponer a las ratas a la caja de
condicionamiento operante. Todas las ratas se entrenaron en dos fases, durante la
fase 1 (entre 1-5 sesiones) ambas luces de la caja de condicionamiento operante
estaban encendidas y ambas palancas estaban extendidas. Las ratas fueron
entrenadas en un programa de refuerzo de proporcion fija 1, por lo que presionar
cualquier palanca resultd en la entrega de un reforzador (pellet de su propio
alimento). Se contabilizaron todas las veces que la rata presiond la palanca y las

sesiones finalizaban después de 30 minutos o cuando la rata presionara 50 veces
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cualquier palanca. Durante esta fase, fue identificada la palanca preferente, que fue
aguella palanca que la rata presiono al menos el 70% del tiempo. Una vez que las
ratas realizaron 50 palanqueos durante 2 dias consecutivos, pasaron a la fase 2. En
la fase 2 (20 sesiones), ambas palancas se encontraban extendidas, pero solo se
reforzé la conducta de la presion de la palanca preferente ipsilateral a la luz (Fig.
9A). Al presionar la palanca preferente con la luz apagada o al presionar la palanca
contralateral a la luz, no se entregd ningun reforzador y la palanca fue retraida; esto
se contabiliz6 como un error. Después de presionar una palanca, las palancas se
retrajeron durante un periodo de tiempo de espera de 2 segundos. Las sesiones
terminaron después de 30 minutos o cuando la rata presiond 120 veces la palanca
preferente. Todas las ratas de los diferentes grupos alcanzaron el nivel de criterio
(70% de palanqueos correctos)

5.3.2 Evaluacién de la flexibilidad cognitiva
Las ratas se mantuvieron en un vivario con temperatura y humedad controlada, con

ciclos de luz oscuridad 12/12. Las ratas fueron pesadas semanalmente y
manipuladas constantemente para su adaptacion a las evaluadoras. El peso de su
alimento estuvo regulado de tal manera que mantuvieran su peso entre 350 a 400
gr. Las ratas fueron asignadas de manera aleatoria al grupo control o al grupo
tratado (D-serina) y se entrenaron para presionar la palanca ipsilateral en respuesta
a una luz. Como reforzador ante esta conducta, las ratas recibieron un pellet de
comida. Las ratas se entrenaron por 21 dias hasta que lograron en las sesiones el
70% de palanqueos correctos. Una vez adquirida la tarea, se evaluo la flexibilidad
cognitiva. En esta sesion, presionar la palanca ipsilateral a la luz no resultoé en la
entrega de un reforzador. Se contabilizé el nimero de veces que la rata presiond la
palanca ipsilateral a pesar de no recibir una recompensa (error perseverativo). Los
errores perseverativos fueron considerados como una medida inversa de la

flexibilidad cognitiva.
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5.3.3 Evaluacion de la atencion
Después de evaluar a las ratas en la tarea de flexibilidad cognitiva, se les entrené

de nuevo para presionar la palanca ipsilateral hacia la luz durante una sesion.
Durante esta sesion, las ratas alcanzaron el 70% de los ensayos correctos antes de
ser evaluadas. El dia de la evaluacién de la atencidn, las luces se presentaron al
azar sobre la palanca derecha o izquierda durante 0,5 s. Después de que se apag6
la luz, ambas palancas se extendieron y la rata tuvo como tarea presionar la palanca
ipsilateral a la luz para recibir un reforzador y esto fue considerado como un acierto.
Otro criterio evaluado fue el tiempo de reaccion, que es el tiempo transcurrido entre
el momento en que se apago la luz y el momento en que la rata presioné la palanca.
Evaluacion de

Inicio de flexibilidad Protocolo de

suplementacion l ‘
i cognitiva resonancia

T de D-serina Adquisicion de la tarea ] i magnética

Fase 1 Evaluacion

dela
atencion

Fin de suplementacion de
D-serina

Figura 7. Disefio experimental de las evaluaciones conductuales.

5.3.4 Evaluacion de la actividad locomotora
Los animales fueron colocados en una rueda de actividad locomotora marca

Lafayette durante 3 dias, en esta rueda un software almacend los datos de velocidad
y distancia recorridas en este periodo de tiempo. Durante estos 3 dias, la restriccion

alimentaria fue suspendida y tuvieron libre acceso a agua y comida.

Para el analisis estadistico y la comparacion de actividad de animales jovenes, de
mediana edad y viejos, los datos de velocidad y distancia fueron ajustados al tiempo
Zeitgeber en periodos de 12 horas correspondientes al periodo de luz y 12 horas

correspondientes al periodo de oscuridad.

5.3.5 Protocolo de resonancia magnética funcional
Después del protocolo de actividad locomotora, se realizd el protocolo para la

obtencion de imagenes anatdmicas y funcionales por medio de resonancia

36



magnética (Fig. 7), para esto, fue necesario que los animales de experimentacion
fueran inmovilizados, no obstante, el uso de anestésicos puede interferir con la
adquisicién de sefiales dependientes de oxigeno, al generar la vasodilatacion o
vasoconstriccion de los vasos sanguineos en el SNC vy, por tanto, modificando el
volumen de oxigeno detectado y la deteccion adecuada de la sefial BOLD. Para
mitigar estos errores, fueron utilizados los parametros de adquisicion de otros
protocolos ya validados para su utilizacion en ratas (Gorges et al., 2017), lo que
permitio mitigar el efecto de los anestésicos sobre la conectividad funcional
cerebral (Grandejan et al, 2014; Ash et al 2016). Las ratas pasaron por este
protocolo un maximo de 2 veces, la segunda ocasion fue requerida sélo  en caso
de una mala adquisicion inicial, por problemas técnicos del resonador o problemas

con el uso de anestesia.

Los animales permanecieron 5 minutos en una camara de acrilico con oxigeno y
5% de isoflurano, acto seguido, se inyectdé  via subcutanea una dosis de 0.0015
mg/kg del agonista alfa-adrenérgico clorhidrato de Dexmedetomidina,
(Dexdomitor®). Con el fin de evitar la activacion del sistema simpatico, las ratas se
fueron devueltas a la caja de induccion con Isoflurano al 1% y se ahi por un tiempo
de 10 minutos. Posteriormente las ratas se posicionaron en el canal del resonador
y fue colocada una antena de 4 canales para recibir la sefal por resonancia
magnética. Se administré por medio de un cono una dosis continua de isoflurano
(0.05 y 0.02%). Una vez estables las condiciones fisiolégicas de las ratas
(oxigenacion, ritmo cardiaco y respiracion, ~15 minutos), se tomaron las siguientes

secuencias de imagenes:
1) Imagenes anatdmicas estructurales (4 minutos)
4) Imagenes por tensor de difusion (4 minutos)

2) Imagenes de conectividad funcional cerebral en rs-FMRI (10 minutos)
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Al finalizar las adquisiciones, la rata fue devuelta a su caja de almacenamiento y se

observo su recuperacion de la anestesia.
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Figura 8. Protocolo de Resonancia magnética

5.3.6 Analisis estadistico
El andlisis estadistico se basdé en pruebas paramétricas para comparaciones

multiples (ANOVA) y comparaciones entre dos grupos (T-test).

Para identificar el efecto de la edad sobre la flexibilidad cognitiva, la tarea de
atencion fue realizada una ANOVA unidireccional seguido de la prueba de
comparacion multiple de Dunnet. Estos analisis estadisticos se realizaron

utilizando Prism (V5.01).

Para el analisis de la conectividad funcional cerebral, una vez preprocesadas las
imagenes adquiridas por resonancia magnética, se extrajo la serie temporal
promedio de cada una de las ROIs (corteza orbitofrontal, corteza frontal de
asociacion, cingulo, estriado y corteza retrosplenial) se estimo la correlacion de
Pearson entre todos los pares posibles y se calculo la transformacion Z de Fisher
utilizando MATLAB (MathWorks). Se realiz6 un analisis posterior para identificar

conjuntos de conexiones asociadas con la edad utilizando estadistica basada en
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redes (NBS; Zalesky et al., 2010). Este método estima la significacion estadistica
de conjuntos de conexiones comparando su fuerza (la suma de su peso estadistico)
con la de una distribucién nula estimada con permutaciones de los datos originales.
Los conjuntos de conexiones a probar se definen como conexiones que muestran
una significancia estadistica a nivel de conexion (p <0.05, no corregido para
comparaciones multiples) y comparten al menos un nodo entre ellas. NBS controla
el problema de las comparaciones multiples definiendo la significacion estadistica a
nivel de grupo (conjuntos de conexiones) en funcion de la probabilidad de obtener
tal fuerza estadistica en la distribucién nula, estimada con 5000 permutaciones
aleatorias de los datos originales (Zalesky et al., 2010). Especificamente, se realizd
una ANOVA unidireccional para identificar grupos de conexiones con un efecto de
edad y un efecto de D-serina. También se realiz6 un andlisis de correlacion entre la

fuerza de conectividad y las medidas de desempefio en las tareas cognitivas.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

La disminucidn de la flexibilidad cognitiva asociada con el envejecimiento es
restaurada por la D-serina

Para caracterizar los cambios en la flexibilidad cognitiva asociados a la edad, se
entrenaron ratas jovenes (6 meses, n = 36), de mediana edad (18 meses, n =49) y
viejas (24 meses, n = 33) en una tarea de aprendizaje inverso. En la fase de
entrenamiento, los animales presionaron una palanca ipsilateral a la luz para recibir
una recompensa (un pellet de comida, Fig. 9A). Todas las ratas adquirieron la tarea
en el mismo transcurso de tiempo y no se observaron diferencias en el rendimiento
de las ratas jévenes frente a las envejecidas (de mediana edad y viejas) al final de
las sesiones de entrenamiento (Fig. 9B). En la fase de evaluacion de la flexibilidad
cognitiva (tarea de aprendizaje inverso) las ratas no obtuvieron una recompensa al
presionar la palanca ipsilateral a la luz si no al presionar la palanca contralateral. La
persistencia en presionar la palanca reforzada (ipsilateral a la luz) después de 10
minutos de iniciada la sesion, a pesar de no recibir recompensas, se contaba como

un error perseverativo. La suma de los errores perseverativos fue tomada como una
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medida inversa de la flexibilidad cognitiva (Figura 9C). Tanto las ratas de mediana
edad como las viejas tuvieron un mayor numero de errores perseverativos (~ 60%)
que el grupo joven (F 3,76) = 12.41, p <0.0001; jovenes vs mediana edad p < 0.05;
jovenes vs viejas p <0.05,Test de Dunnett. Fig.9D). Esto revela una disminucién de
la flexibilidad cognitiva asociada con el envejecimiento.

Se ha propuesto que la hipofuncion del receptor NMDA podria estar asociado con
el deterioro de las funciones cognitivas debido al envejecimiento  (Rowland et al.,
2005b; Tanqueiro et al., 2021; Uday K. Sinha, Devvarta Kumar, Naveen Grover, Jai
Prakash, 2016). Considerando que los NMDAR estan involucrados en la flexibilidad
cognitiva (Baez et al., 2018; Brigman et al., 2010; Hamilton & Brigman, 2015; Jett et al.,
2017b; McQuiail et al., 2021; Thonnard et al., 2019) y su co-agonista D-serina disminuye
con la edad (Potier, 2010) planteamos la hipétesis de que una disminucion en la
flexibilidad cognitiva en ratas envejecidas podria deberse a una hipofuncién de
NMDAR debido a una disminucién en D-serina. Para probar esto, se tomé en
consideracion la capacidad de la D-serina para cruzar la barrera hematoencefalica
y ser absorbida en el tracto digestivo a través de los transportadores ATBO*
(Hatanaka et al., 2002; Pernot et al., 2012) e incrementar los niveles de D-serina en
la corteza, el hipocampo y el cerebro anterior (Otte et al., 2013). Las ratas fueron
suplementadas oralmente con D- serina (300 mg/kg) durante 2 meses antes de la
evaluacion de la flexibilidad cognitiva (Fig. 9A). La suplementacion con D-serina
previno el deterioro de la flexibilidad cognitiva en ratas de mediana edad y viejas
haciendo que su rendimiento fuera comparable al de las ratas jovenes (Fig. 9E,
prueba T de dos colas, mediana edad vs mediana edad + D-serina, t=2.03,
p =0.047; viejo vs viejo + D-serina, = 2.40, p =0.022) incrementando el desempefio
en ambos grupos.

Debido a que la suplementacién con D-serina puede causar nefrotoxicidad en
animales jévenes (Hasegawa et al., 2019) nos preguntamos si una dosis mas baja
de D-serina también podria prevenir la disminucién de la flexibilidad cognitiva en
ratas de edad. Para probar esto, suplementamos una dosis de D-serina (30 mg/ kg

de peso), sin embargo, en estas condiciones, la D-serina no fue efectiva para
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prevenir la disminucion de la flexibilidad cognitiva (Fig. 9G, prueba T de dos colas,
mediana edad vs mediana edad + D-serina, t=0.42, p=0.67; viejo vs viejo + D-
serina, t=0.76, p=0.44). Para los siguientes experimentos, se muestran los

resultados de la suplementacion de 300 mg / kg de D-serina.
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cognitiva asociada al envejecimiento. A. Disefio de tareas conductuales durante las
sesiones de entrenamiento, donde se recompensoé la presion de la palanca ipsilateral a la
luz. B. Linea de tiempo que muestra de la adquisicion de la tarea, se muestra un aumento
en el porcentaje de aciertos en cada sesion de entrenamiento. C. Comparacion del
desempefio en la adquisicion de la tarea que no muestra diferencias entre los grupos de
edad (ANOVA de una via p = 0.9521). D. Disefio de la prueba de flexibilidad cognitiva, en
la que los errores perseverativos se utilizaron como medida inversa de la flexibilidad
cognitiva. E. Las ratas de mediana edad y las viejas mostraron un aumento significativo en
el nimero de errores perseverativos en comparacion con las ratas jovenes (ANOVA de una
via p <0.005) F. Las ratas suplementadas crénicamente con D-serina muestran el mismo
namero de errores perseverativos en comparacion a ratas jovenes que reciben vehiculo.
(ANOVA unidireccional * p> 0.05)

La D-serina restaura parcialmente la conectividad cerebral funcional
disminuida por el envejecimiento y es relevante para el rendimiento de la

flexibilidad cognitiva

El envejecimiento se caracteriza por modificaciones funcionales y estructurales que
se reflejan en alteraciones en la conectividad funcional del cerebro. Debido a que la
D-serina revierte la disminuciéon de la flexibilidad cognitiva asociada al
envejecimiento, planteamos la hipétesis de que la suplementacion con D-serina
también podria restaurar los cambios de conectividad funcional del cerebro debido
al envejecimiento. Para hacer esto, primero caracterizamos los cambios en la
conectividad funcional del cerebro asociados con la edad por medio de sefiales
dependientes del nivel de oxigeno en sangre (BOLD) en estado de reposo. Se
seleccionaron estructuras cerebrales relevantes para la flexibilidad cognitiva y con
una alta densidad de expresion de NMDAR (Britten et al., 2020; Hyafil, Summerfield
y Koechlin, 2009; Marquardt et al.,, 2019; Powell et al., 2017; Robbins, 2007;
Rushworth, Hadland, Gaffan y Passingham, 2003) siendo las siguientes las mas
relevantes: DLO: Corteza orbital dorsolateral. FrA: corteza de asociacion frontal.
ACC: corteza cingulada anterior. STR: Estriado RSCx: corteza retroesplenial (Fig
10A, izquierda). Utilizando la Network-Based Statistic Toolbox (NBS) (Zalesky,
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Fornito y Bullmore, 2010) para identificar redes cerebrales estadisticamente
diferentes entre los grupos, identificamos una red afectada por el envejecimiento
compuesta por tres nodos: Area frontal de asociacion (FrA), corteza retrosplenial
(RSCx) y el cingulo (Cing) y de manera particular, dos conexiones entre ellas

mostraron mayores diferencias (FrA-RScx y FrA-Cing; Fig.10A, derecha).

Andlisis posteriores nos permitieron identificar las conexiones individuales por grupo
de edad: las ratas de mediana edad y viejas mostraron una disminucion significativa
en la conectividad funcional entre la corteza frontal de asociacién y la corteza
retrosplenial (Fig. 10B, FrA-RScx: ANOVA de una via, F( 3,51) =7.09, p = 0.0019;
joven vs mediana edad p < 0.05; joven vs viejo p < 0.05, prueba de Dunnett), asi
como una disminucion en la conectividad entre la corteza frontal de asociacion vy el
cingulo(Fig. 10C, FrA -Cing: ANOVA de unavia, F(3,51) =6.32, p = 0.0035, j6venes

vs mediana edad p < 0.05 jovenes frente a mayores p <0.05 prueba de Dunnett).

Después de este resultado, probamos si la D-serina era efectiva para revertir la
disminucién por envejecimiento en la conectividad funcional cerebral en las areas
analizadas. No encontramos cambios significativos  en las ratas de mediana edad
y en las ratas viejas suplementadas con D-serina en comparacién con las que
recibieron vehiculo (FrA-RsCx: mediana edad vs mediana edad + D-serina,
p=0.9534; t=0.0588; FrA- RsCx: viejo vs viejo + D-serina, p= 0.1771 t=1.387;
FrA-Cing: mediana edad vs mediana edad + D-serina, p=0.7197, t=0.3623; FrA-
Cing: viejo vs viejo +D-serina; p =0.2204, t=1.256). Sin embargo, la conectividad
funcional entre la corteza frontal de asociacion con la corteza retrosplenial (Fig. 2D)
y el cingulo (Fig. 2E) tampoco fue estadisticamente diferente en comparacién con
ratas jovenes, lo que demuestra que la D-serina conserva parcialmente la
conectividad funcional que se ve afectada por el envejecimiento (FrA- RScx: ANOVA
de una via, F (3,31) = 2.65, p =0.086; ANOVA de una via FrA-Cing, F (3,31) = 1.76,
p = 0.18).

Posteriormente analizamos si el aumento de la conectividad funcional cerebral entre

las cortezas frontal de asociacion y la corteza retrosplenial y el cingulo podria estar
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asociado con la restauracion de la flexibilidad cognitiva en animales viejos

suplementados con D-serina.

El desemperio de ratas jévenes, de mediana edad y viejas en la tarea de flexibilidad
cognitiva (errores perseverativos) no se correlacion6 con la conectividad de su red
cerebral (jovenes: r2 = 0.13, p=0,27, mediana edad: r2 = 0.0008 p =0.89; viejo: r2
= 0.0015 p=0.88; Fig. 11A), lo que significa que el aumento de errores
perseverativos no se debe exclusivamente a una disminucion en la conectividad de
esta red. Sin embargo, las ratas suplementadas cronicamente con D-serina
mostraron una correlacion negativa entre el nimero de errores perseverantes y la
fuerza de la conectividad funcional entre la corteza frontal y la corteza retrosplenial
y el cingulo (mediana edad + D-serina r2 = 0.93 p =0.0068; viejo+ D-serina, r2 =
0.070 p=0.0023; Fig. 11B). Estos resultados revelan que la D-serina revirtié la
disminucién de la flexibilidad cognitiva en ratas viejas al aumentar la conectividad
funcional dentro de esta red cerebral que apunta a la corteza frontal de asociacién
como el centro de los efectos de la D-serina, regulando a la flexibilidad cognitiva a

través de esta corteza que disminuye su actividad en el envejecimiento.
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Figura 10. La disminucién de la conectividad funcional del cerebro por el

envejecimiento se revierte mediante la suplementacion crénica de D-serina.

A) Regiones de interés (ROIs) para el andlisis de conectividad funcional de la red.
Cortes coronales y axiales de la plantilla de rata superpuestos con las regiones
anatomicas del atlas de ROIs de la Universidad de Tohoku y los atlas de WHS. B)
Red significativa disminuida por edad determinada con NBS compuesta por FrA,
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Cing y RSCx C) Ratas de mediana edad y mayores tienen una conectividad
significativamente menor entre la corteza frontal y retroesplenial y entre D) Corteza
frontal y cingulada en comparacion con ratas mas jovenes; estas conexiones no se
ven afectadas por el envejecimiento en las ratas que recibieron suplementos de D-

serina. *p < 0.05. En C y D, se grafican la mediana y el intercuartil (10-90%).
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Figura 11. La D-serina hace que la conectividad funcional del cerebro sea
relevante para el rendimiento de la flexibilidad cognitiva. A) Las ratas jovenes,
de mediana edad y viejos que recibieron el vehiculo no mostraron una correlaciéon
entre la conectividad funcional de la red y los errores perseverantes. B) La
suplementacion crénica con D-serina en ratas de mediana edad y viejos tuvo una
correlacion negativa entre la conectividad funcional de la red y los errores
perseverantes. mediana edad + D-serina, r’=0.93 p=0.0068; viejos + D-serina,
r2=0.070 p=0.0023.
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La D-serina no afecta componentes atencionales que disminuyen con la edad

La red cerebral afectada por el envejecimiento esté involucrada en otras funciones
cognitivas, tales como componentes atencionales que se asocian con la flexibilidad
cognitiva. Para examinar si los efectos de la D-serina podrian extenderse a otras
funciones cerebrales como la atencién, comparamos el desempefio de las ratas
evaluadas en flexibilidad cognitiva en una tarea de atencion. Estando en la caja de
condicionamiento operante, se volvidé a entrenar a los animales para presionar la
palanca ipsilateral a la luz que aparecia de manera aleatoria del lado derecho o
izquierdo, si presionaba del lado ipsilateral se contabilizaba como un acierto y se
evalué a las ratas hasta llegar al 70% de ensayos correctos. Como medida del
componente atencional, el dia de la prueba disminuimos la duracion de la luz (0.5
s) y cuantificamos el tiempo que tardaban los animales en responder (tiempo de
reaccion), asi como el niumero de palanqueos correctos (presionar la palanca
ipsilateral a la luz). Se compararon los aciertos y el tiempo de reaccién entre grupos
(Fig 12A). Observamos una disminucién de ambos parametros en los grupos de
edad en comparacion con las ratas jovenes, mostrando un detrimento en el proceso
de atencién debido al envejecimiento (Fig 12B, aciertos: ANOVA de una via, F (3,68)
=11.49, p <0.0001; joven vs mediana edad p < 0.05; joven vs viejo p < 0.05, prueba
de Dunnett; Tiempo de reaccion: ANOVA de una via, F(3,69) = 6.22, p = 0.0033 ;
jévenes vs mediana edad p < 0.05; jévenes vs viejos p < 0.05, prueba de Dunnett).
Luego probamos si la suplementacion con D-serina también era capaz de revertir
este detrimento (Fig. 12C, aciertos, ANOVA unidireccional, F (3,46) = 7.008,
p =0.0022; jovenes vs mediana edad p <0.05; joven vs viejo p < 0.05, prueba de
Dunnett; tiempo de reaccion: ANOVA de unavia, F (3,48) =22.16, p < 0.0001). Sin
embargo, en este caso, la suplementacion con D-serina no pudo restaurar el
detrimento de la atencion en ratas viejas, lo que sugiere que la D-serina no es un

potenciador cognitivo general para sujetos de edad avanzada
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Figura 12. La D-serina no afecté los componentes de la atencién disminuidos
con la edad. A) Disefio de tareas conductuales durante las sesiones de
entrenamiento y la evaluacion de la atencion. Se contd una respuesta correcta
cuando la rata presiond la palanca ipsilateral a la luz. El tiempo de reaccién se
determiné como el tiempo transcurrido entre que se apago la luz y se presiond la
palanca ipsilateral. B) El numero de ensayos correctos disminuyo significativamente
(izquierda) y el tiempo de reaccidon aumenté significativamente (derecha) en ratas
de mediana edad y viejas en comparacion con ratas jovenes. C) Los ensayos
correctos (izquierda) y el tiempo de reaccion (derecha) no fueron modificados por la
suplementacién con D-serina en ratas de mediana edad y viejos. Los datos se
expresan como mediana+ IC 10 y 90%. * p < 0.05. y no se vio significativamente
afectado por la suplementacién con D-serina. Los datos de 6 meses pertenecen al

proyecto
La D-serina modula la actividad locomotora en ratas viejas

El movimiento y el desplazamiento son actividades que disminuyen en el
envejecimiento. Estas actividades disminuyen, ya que, entre otras cosas, el sistema
locomotor que esta constituido por musculos, huesos, tendones y cartilago tiende al
degaste debido a la incapacidad para mantener el balance en la remodelacién
celular (Rivera-Villasefior et al., 2022). La D-serina, es relevante para el movimiento,
debido a que participa en todas las fases del remodelamiento 6seo, regulando asi

el balance entre la formacién y la reabsorcion del hueso.

La salud del sistema locomotor puede observarse a través de la actividad
locomotora espontanea, en componentes como la velocidad y la distancia. Para
respondernos si la D-serina podia recuperar también la funcion motora, evaluamos
la actividad locomotora espontanea de las ratas jovenes, de mediana edad y viejas.
Los animales permanecieron 3 dias en cajas de actividad locomotora y se
contabilizaron la velocidad y la distancia a la que interactuaban con esta rueda. Los
animales jévenes recorrieron una mayor distancia en el ciclo de dia que los animales

de mediana edad y que los animales viejos, mientras que no hubo diferencias entre
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estos ultimos dos grupos (Fig. 13A, ANOVA de una via, F (2, 33) = 25.29,
p =<0.0001; jévenes vs mediana edad p <0.05; jévenes vs viejos p <0.05; mediana
edad vs viejos p > 0.05. prueba de Tukey). Los animales jovenes, de mediana edad
y viejos mostraron distintos perfiles de actividad en los ciclos de luz y oscuridad, los
animales jévenes tuvieron mas actividad en el ciclo de oscuridad que los animales
viejos (ANOVA de una via (Figura 13A, ANOVA de una via, F (2, 33) = 105.8,
p =<0.0001; j6venes vs mediana edad p < 0.05; jovenes vs viejos p < 0.05; mediana
edad vs viejos p >0.05. prueba de Tukey) y no hubo diferencias entre los animales
de mediana edad y los viejos Esto refleja que los animales jévenes se mantienen
mas activos en ambos ciclos que los animales envejecidos. Las ratas Wistar son
consideradas animales nocturnos, es decir que la mayoria de su actividad se
registra en el ciclo de oscuridad. Se observo una diferencia significativa entre la
actividad en el ciclo de oscuridad en animales jovenes (Figura 13B, Prueba T de
dos vias, p =0.0012), sin embargo, en animales de mediana edad y viejos, este
cambio en la actividad no fue significativo (Figura 13C, D, Prueba T de dos vias,
mediana edad vs mediana edad +D-serina, p= 0.6325; viejos vs viejos + D-serina
p= 0.095), lo que indica que los circadianos de los animales se ven afectados por el

envejecimiento.

La velocidad es un pardmetro relevante que indica que existe fuerza y resistencia
en los animales para realizar actividades fisicas. Ese parametro, se encuentra
disminuido en animales viejos en comparacién con los jovenes (Figura 13E, ANOVA
de una via, F (2, 69) = 8.410, jovenes vs mediana edad, p= 0.1262; jévenes vs
viejos, p= 0.0003, mediana edad vs viejos= 0.0920). Para comprobar si habia un
cambio en la velocidad en ratas tratadas con D-serina, comparamos la velocidad
medida en milisegundos y observamos que no existe un cambio significativo en
ratas de mediana edad (Figura 13F, Prueba T de dos colas, mediana edad vs
mediana edad +D-serina p= 0.6216), pero si en ratas viejas (Figura 13G, Prueba T

de dos colas, viejas vs viejas + D-serina, p= 0.0259).
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Figura 13. La D-serina modula la actividad locomotora en ratas de 24 meses
A) Promedio de la velocidad de las ratas jovenes, mediana edad y viejas en un
periodo de 24 horas. B) La velocidad promedio alcanzada durante el dia disminuye
gradualmente en ratas de 18 y 24 meses. B) Distancia recorrida por las ratas
jovenes en el ciclo de luz y oscuridad C) Distancia recorrida por las ratas de mediana
edad en el ciclo de luz y oscuridad D) Actividad de las ratas viejas en el ciclo de luz
y oscuridad E) Comparacion de la velocidad de los distintos grupos de edad F)

Comparacion de la velocidad de las ratas de mediana edad control y tratadas con
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D-serina. G) Comparacion de la velocidad de las ratas viejas controles y tratadas

con D-serina.

Las intervenciones farmacoldgicas en el campo del envejecimiento tienen como
objetivo retrasar, prevenir, disminuir o revertir el deterioro cognitivo relacionados con
la edad. En el presente estudio, mostramos que la suplementacion cronica con D-
serina revierte el declive relacionado con el envejecimiento de redes a gran escala,
de comportamiento y en actividad locomotora. La D-serina suplementada a ratas de
mediana edad y viejas aumenta la flexibilidad cognitiva de una manera dependiente
de la dosis, lo que hace que su rendimiento sea comparable al de las ratas jévenes.
Nuestros resultados apoyan la hipotesis de que el deterioro cognitivo relacionado
con la edad esta relacionado con una hipofuncion de NMDAR como se ha
demostrado anteriormente (Magnusson et al. 2007; Nicolle y Baxter 2003; Brim et
al. 2013). Ademas, debido a que la suplementacién cronica con D-serina fue
suficiente para restaurar completamente la flexibilidad cognitiva en ratas de
mediana edad y en ratas viejas, se sugiere que la disminucion en la sintesis (Horio
etal. 2011) y el contenido de D-serina cerebral (Foltyn et al. 2005; Turpin et al. 2011)
es el principal responsable de la hipofuncion NMDAR. De acuerdo con esto, no hay
cambios relacionados con la edad en otros co-agonistas de NMDAR como la glicina
(Turpin et al. 2011).

Los cambios asociados al envejecimiento en la conectividad funcional del cerebro
se han reportado previamente en ratas y humanos (Ash et al., 2016; Damoiseaux,
2017; Liem et al., 2019), particularmente en los nodos de la DMN (Chou, Chen y
Madden 2013; Wu et al. 2011) que regulan las funciones ejecutivas (Madden et al.
2020). Aqui, observamos que la conectividad funcional de la corteza frontal de
asociacion frontal (FrA) el cingulo y la corteza retrosplenial se encuentra disminuida
tanto en sujetos de mediana edad como en los viejos. Nuestros datos refuerzan la
evidencia de que los detrimentos relacionados con el envejecimiento a un nivel de
red a gran escala pueden recuperarse mediante la suplementacion con D-serina.

Estos cambios pueden estar relacionados con una actividad sinaptica mejorada en
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los grupos tratados con D-serina. Aunque el sustrato fisiolégico preciso de los
cambios en las redes de conectividad funcional del cerebro que se miden con la
sefial BOLD aun no esta claro, estad relacionado con la actividad neuronal
espontanea excitadora e inhibidora (Mueller et al.2018; Moon et al.2021) y
disminuciones en la complejidad sindptica que estan particularmente
comprometidas en el envejecimiento. Esto también puede verse afectado por
cambios en las caracteristicas morfolégicas de las neuronas como el tamafio del
soma, el numero y el volumen de ramificaciones dendriticas y espinas (Wong et al.
2001; Kabaso et al. 2009). En los grupos tratados con D-serina, hay un aumento
en las espinas maduras e inmaduras en FrA, lo que sugiere una organizacion mas
compleja que podria ser el sustrato de la mejora en las funciones disminuidas
(Nava-Gomez et al., 2022). La evidencia muestra que las regiones frontales y los
circuitos asociados a ellas se ven mas afectados por el envejecimiento que otras
estructuras. Los estudios de resonancia magnética muestran una reduccion de la
materia gris en las areas de la neocorteza frontoparietal, la insula y el cerebelo que
en las estructuras limbicas / paralimbicas, no siempre con diferencias de sexo o
hemisféricas (Resnick et al. 2003, Raz, 2010, Taki et al. 2011)., Speisman et
al.2013). Nuestros datos refuerzan la evidencia de que las disminuciones
relacionadas con el envejecimiento a un nivel de red a gran escala pueden

recuperarse mediante la suplementacion con D-serina.

Por otro lado, niveles altos de D-serina se relacionan con periodos criticos de
plasticidad y sinaptogénesis, como en el desarrollo (Fuches 2006, Hashimoto 1993).
La homeostasis de la D-serina es crucial para conservar las funciones cerebrales y
su suplementacion ha demostrado recuperar ciertos déficits, ratones knockout de la
proteina precursora amiloide (APP-KO) muestran déficits en la dinamica, plasticidad
y morfologia neuronal que se rescatan con un tratamiento cronico con D-serina (Zou
et al., 2016). La D-serina también puede aumentar la densidad neuronal en ratones
SR -/ - modulando a la proteina Arc (Balu, 2014). Los niveles de D-serina pueden

elevarse ante una lesidon cerebral como una convulsién o lesiones cerebrales, la

54



microglia juega un papel crucial en este aumento y los efectos dependen del area
del cerebro donde se ha presentado dafio. En el area entorrinal medial (MEA), la D-
serina tiene un efecto antagonista en los NMDAR formados por las subunidades
NR1y NR3 siendo un efecto protector en la epilepsia y lesiones cerebrales (Beesley
2020).

La cognicion mejorada se acompafia de la remodelacion estructural de las sinapsis
como expresion de nuevas espinas dendriticas como reflejo de la plasticidad
neuronal. Nuestros hallazgos mostraron que la suplementacion cronica de D-serina
oral fue suficiente para restaurar los déficits asociados con el envejecimiento a nivel
de la conectividad funcional del cerebro y el desempefio conductual. Esto también
respalda que los transportadores de D-serina en el intestino (ASCT1, ASCT2), asi
como los del cerebro (ATBO) (Foster et al.2016; Kaplan et al.2018) en ratas
envejecidas, funcionan correctamente y plantean la posibilidad de que la
administracion oral la suplementacién a dosis bajas de D-serina podria usarse como
un objetivo terapéutico para revertir los déficits cognitivos asociados con el

envejecimiento.

6. CONCLUSIONES

1. Laatencién y la flexibilidad cognitiva disminuyen con la edad.

2. La D-serina revierte el declive en la flexibilidad cognitiva en ratas viejas y de

mediana edad

3. Existe una disminucién en la conectividad funcional cerebral de las ratas de
mediana edad y las viejas entre las cortezas frontal -retrosplenial y entre las

cortezas frontal — cingulada.

4. La D-serina modifica la conectividad funcional cerebral de las ratas viejas en

las regiones exploradas.
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5. La modificacion en la conectividad funcional cerebral de las ratas viejas por
el tratamiento de D-serina, se relaciona con el desempefio en la tarea de

flexibilidad cognitiva.

6. La actividad locomotora medida como la velocidad y la distancia recorridas

disminuye en ratas de mediana edad y en ratas viejas.
7. La D-serina mejora la actividad locomotora en ratas viejas

8. La D-serina como tratamiento crénico administrado por via oral mejora la
flexibilidad cognitiva, la conectividad funcional cerebral y la actividad

locomotora en ratas viejas.
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