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RESUMEN

La D-serina es un D-aminoacido dextrégiro (D) formado por catélisis por la
enzima serina racemasa a partir del aminoacido levogiro (L) L-serina. Actualmente
se le reconoce como el principal co-agonista enddégeno de los receptores
glutamatérgicos NMDA, por lo que esta implicada en diversos tipos de la plasticidad
sinaptica y procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria. Los niveles
cerebrales de la D-serina se encuentran disminuidos en ratas viejas, por lo que nos
planteamos si este aminoacido participaba en la disminucion de la atencion y la
flexibilidad cognitiva que ocurren como un proceso natural del envejecimiento. Para
esto, se analizo la flexibilidad cognitiva y la atencion en ratas macho de la cepa
Wistar de 6, 12 y 18 meses de edad. Como era de esperarse, ambas funciones
declinan con la edad, siendo el desemperio de las ratas de 18 meses el mas pobre.
De manera interesante, las ratas de 18 meses a las que se les administro
cronicamente D-serina, 2 meses antes de la evaluacion de flexibilidad cognitiva y
atencion, presentaron un mayor desempefio en las evaluaciones de flexibilidad
cognitiva y atencion, que las ratas de la misma edad que no fueron tratadas con D-
serina, haciéndose comparable incluso, con el desempefio de las ratas jovenes.
Con este trabajo, podemos concluir que la disminucién de la D-serina contribuye al
deterioro de la atencién y la flexibilidad cognitiva. Nuestros resultados sugieren que
la administracion D-serina podria ser utilizada como un potenciador de las funciones

cognitivas que disminuyen con la edad.

(Palabras clave: D-serina, flexibilidad cognitiva, atencion)



SUMMARY

The D-serine is a D-aminoacid catalyzed by serine racemase from L-serine.
Currently, it’s known as the main endogenous co-agonist of the glutamatergic NMDA
receptors. D-serine is essential for the induction of several types of synaptic plasticity
and cognitive processes such as learning and memory. D-serine levels are
diminished in aged rats, which could account for the deterioration of attention and
cognitive flexibility that occur as a natural process of aging. To analyze this, cognitive
flexibility and attention were analyzed in male Wistar rats of 6, 12 and 18 months
old. As expected, both functions decline with age, being the performance of 18-
month rats, the most affected. Interestingly, 18-month old rats that were_chronically
treated with D-serine (2 months before cognitive flexibility and attention evaluation)
presented a higher performance in cognitive flexibility and attention compared to
those that did not receive D-serine, becoming comparable even with the
performance of young rats. These results suggest that D-serine could be used as a
cognitive enhancer to restore cognitive functions that decline during healthy aging.

(Key words: D-serine, cognitive flexibility, attention)
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1. INTRODUCCION

El sistema nervioso central esta formado por una compleja red de neuronas
cuyo funcionamiento se expresa en diversas capacidades cognitivas asociados al
comportamiento humano, tales como el aprendizaje, la memoria, la atencion y la
flexibilidad cognitiva. Estas redes neuronales se comunican entre si mediante
sinapsis eléctricas o quimicas, siendo esta ultima la mas utilizada. La sinapsis
quimica depende de la liberacion de neurotransmisores por parte de la terminal
presinaptica tales como la acetilcolina, la noradrenalina, GABA, el glutamato, entre
otros. Estos actian sobre receptores localizados en las neuronas postsinapticas e

inducen cambios en las respuestas neuronales.

Los receptores N-metil-D-aspartato  (NMDAR), son receptores
glutamatérgicos de tipo ionotropicos. Se encuentran formados por subunidades
NR1 y NR2. La subunidad NR2, contienen el sitio de union a Glutamato, mientras
que, en la NR1 se localiza el sitio de union para el co-agonista (D-serina o glicina).
Debido a que en condiciones de reposo el Mg*? se encuentra blogueando el poro
del canal, es necesario, para la activacion de estos receptores, que ademas de la
presencia de Glutamato y el co-agonista, ocurra de manera simultanea, una
despolarizacién de la membrana para remover el Mg*?, lo que le permite funcionar
al receptor como un detector de coincidencia [1]. Los NMDAR estan implicados en
diversos tipos de plasticidad sinaptica como la potenciacién a largo plazo (LTP) [2].
La LTP es el incremento en la transmision sinaptica que persiste por horas e incluso
dias. Es considerada como la base celular del aprendizaje y la memoria por lo que
cambios en la induccion del LTP se reflejan en cambios en estos dos procesos [3].
Otro tipo de plasticidad neuronal que depende de la funcion de los NMDAR es la
flexibilidad cognitiva [4], que es la habilidad de un animal de adaptar estrategias

previamente aprendidas para enfrentar nuevas experiencias [5].

Las alteraciones en la funcién de los NMDAR han sido relacionadas con diversos
procesos patologicos como la enfermedad de Parkinson [6], Alzheimer [7],
Esquizofrenia [8], entre otros Y fisiolégicos como el envejecimiento [9,10]. En este



sentido, estudios con ratas viejas han mostrado una disminucion en las respuestas
sinapticas mediadas por NMDAR que se correlacionan con una disminucion en las

funciones ejecutivas tales como el aprendizaje, la memoria y la flexibilidad cognitiva
[9].

Diversos estudios han mostrado que la D-serina es el principal co-agonista
de los NMDAR y que es necesaria para la LTP, el aprendizaje y la memoria en ratas
jovenes [11] Las concentraciones intracerebrales de D-serina cambian dependiendo
de la etapa del desarrollo. Los niveles maximos se alcanzan entre los 20 y los 40
dias postnatales y, a partir de ahi disminuyen gradualmente con la edad y se
correlacionan con la expresién de los NMDAR [12, 13,]. La LTP en ratas viejas se
encuentra disminuida en comparacion con ratas jévenes. De manera interesante,
algunos estudios han encontrado que la administracion de D-serina exdégena en
ratas viejas, facilito la inducciéon y aumento la magnitud de la LTP haciéndola
comparable con la de las ratas jovenes [13,14]. Esto sugiere que la deficiencia de
D-serina podria estar relacionada con la disminucion en las funciones cognitivas
asociadas al envejecimiento. En este sentido, el presente proyecto pretende
estudiar el papel de la D-serina en el inicio y progreso del deterioro de las funciones
cognitivas debido a la edad, con el fin de disminuir e incluso prevenir el declive

cognitivo asociado al envejecimiento.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los avances en materia de salud han permitido un aumento en la expectativa
de vida de la poblacién. Hace 5 décadas, la expectativa de vida era de 60 afios
mientras que hoy es de mas de 75 [79]. A medida que se envejece, existe una
disminucién en la plasticidad sinaptica y un deterioro progresivo de las funciones
cognitivas [27,50,52]. La D-serina es esencial para diferentes procesos de
plasticidad y participa en diversos procesos cognitivos [23,63,69], sin embargo, su
papel en el deterioro de estos procesos asociado al envejecimiento ha sido poco

estudiado.

3. MARCO TEORICO

3.1. Cambios morfolégicos en el SNC asociados al envejecimiento

Debido a que el envejecimiento es un proceso multifactorial, es muy
complicado establecer una sola teoria que lo explique. Sin embargo, este proceso
posee una caracteristica fundamental que es la disminucion de la capacidad del
organismo para mantener la homeostasis, es decir la incapacidad del sujeto para
adaptarse a cambios en su medio interno y externo [17]. Las manifestaciones del
envejecimiento se dan desde nivel molecular, hasta en 6rganos y sistemas. Uno de
los sistemas afectados durante el envejecimiento, es el Sistema Nervioso Central
(SNC) [21]. Estos cambios se reflejan como alteraciones morfolégicas y funcionales
[27,49,50,51,52,55,56]. Los cambios en el SNC no se dan de forma homogénea, ya
que existen estructuras cerebrales mas afectadas como son la corteza prefrontal y
el hipocampo [47, 48]. Entre los cambios morfoldgicos, destaca una disminucion
progresiva en el volumen cerebral de ~20% (Fig. 1A) [55]. La pérdida de sustancia
gris en los adultos mayores se observa principalmente en la corteza prefrontal [48].
La disminucion de esta no es Unicamente por la muerte neuronal, sino por la
disminucién en el tamafio, volumen, distribucion y nimero de las espinas dendriticas

[49, 17] (Fig.1B). En este sentido, Duan y colaboradores en el 2003, estudiaron
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proyecciones corticocorticales de monos de 12 y 25 afios y observaron una
disminucién de ~35% de las espinas dendriticas [49] (Fig. 1B). Los cambios
cerebrales asociados al envejecimiento se extienden también a las células gliales,
en donde se observa un aumento en la expresion de la Proteina Acido Glial Fibrilar
(GFAP) en cerebros de animales viejos en comparaciéon con los de animales
jovenes [56,78], lo que indica una reactivad de los astrocitos durante el

envejecimiento (Fig. 1C).
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Fig.1 Cambios morfolégicos cerebrales asociados al envejecimiento. (A) Efecto de la edad
sobre el volumen total del cerebro. (B) microfotografia representativa de las espinas dendriticas
apicales (superior) y basales (inferiores) en ratas jovenes (izquierda) y viejos (derecha). (C) Cambios
en la expresion de la Proteina Acido Glial Fibrilar (GFAP, rojo) en hipocampo en ratas jovenes
(izquierda) y viejos (derecha). Tomado de Driscoll et al., 2009; Luebke et al., 2010; Haley et al., 2010
respectivamente.

3.2. Cambios funcionales en el SNC asociados al envejecimiento

En paralelo a los cambios morfologicos, estudios longitudinales han
encontrado que las funciones cognitivas cambian de acuerdo con la edad. En este
sentido, diversos trabajos en humanos en donde se evalla el aprendizaje [27,58],
la memoria [50,59], la atencion [52,60], entre otros, el maximo desempeiio en las
funciones cognitivas en los humanos se presenta entre los 25 y 30 afios. Posterior

a esto, estas funciones disminuyen de manera lenta y progresiva [50,51,59].
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Cambios morfolégicos y neuroquimicos de las neuronas asociados al
envejecimiento se reflejan en cambios en la transmision sinaptica [18,70]. En
particular, existe una disminucion en el funcionamiento de los receptores
glutamatérgicos tipo N-Metil-D-Aspartato (NMDAR) [21]. Los NMDAR se encuentran
formados por dos subunidades: NR1 y NR2. La subunidad NR2, contienen el sitio
de union a Glutamato, mientras que en la NR1 se localiza el sitio de union para el
co-agonista (D-serina o glicina). Debido a que en condiciones de reposo el Mg*? se
encuentra bloqueando el poro del canal, es necesario, para la activacion de estos
receptores, que ademas de la presencia de Glutamato y el co-agonista, ocurra de
manera simultanea, una despolarizacién de la membrana para remover el Mg*2
(Fig.2). Debido a que es necesaria la coincidencia de estos tres elementos, para
que se pueda activar este receptor, se le considera a este un detector de
coincidencia [1]. Por tales razones, los NMDAR son elementos esenciales para
diversos tipos de plasticidad sindptica como la potenciacion a largo plazo (LTP), ya
gue se ha visto que al bloquear estos receptores esta no se produce [11], la cual es
considerada como la base celular del aprendizaje y la memoria [3]. En congruencia
con su papel en la plasticidad sinaptica, los NMDAR son importantes para las
funciones ejecutivas como el aprendizaje, la memoria, la atencion y la flexibilidad
cognitiva [3,4, 9,11].

Glutamato

Co- agonista

“»

Despolarizacién

)00

Membrana
celular

Fig.2 Esquema que representa los elementos que conforman al receptor NMDA. En la
subunidad NR2, se encuentra su sitio de unién al glutamato y en la NR1 su sitio de unién a su
co-agonista. N6tese que, en condiciones de reposo, el Mg*? se encuentra obstruyendo el poro del
receptor
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En este aspecto el registro electrofisiologico de rebanadas de la corteza
prefrontal de ratas de 6 y 14 meses de edad mostr6 una disminucion en las
corrientes mediadas por NMDAR en ratas viejas comparadas con las ratas jovenes
[60]. De manera interesante, en la evaluacion de la atencion en estas mismas ratas
se observd que las ratas viejas presentaban un menor desempefio que las ratas

jovenes.

3.3. Flexibilidad cognitiva

La flexibilidad cognitiva se define como la habilidad de un animal de adaptar
las estrategias previamente aprendidas para enfrentar nuevas experiencias [5].
Para la realizacion de esta funcion ejecutiva, es necesario que a nivel cortical y
subcortical se den los siguientes procesos: identificar los cambios que ocurrieron en
el ambiente, reconocer los elementos que cambiaron, comprender que la estrategia
previa ya no es util, inhibir la respuesta anterior y finalmente establecer una nueva
estrategia. En estos procesos participan distintas areas cerebrales, por ejemplo, la
insula anterior y la corteza cingulada dorsal anterior participan en la deteccion de
los cambios [80]; el sulcus intraparietal y el campo ocular frontal captan cuales
fueron los cambios [81] y en respuesta a esto, la corteza frontal ventrolateral y frontal
inferior inhiben la respuesta previa y posteriormente establecer una nueva

estrategia [82].

El papel de los NMDAR en la flexibilidad cognitiva ha sido mostrado en
diversos trabajos [42,51,54,53]. Por ejemplo, el blogueo de los NMDAR en el
estriado produjo una disminucién de la flexibilidad cognitiva en ratas viejas en
comparacion con el grupo control [3, 51]. En este sentido, Stefani y Moghaddam
encontraron que, al realizar una microinyeccion en la corteza prefrontal de ratas,
con MK801, un inhibidor de los NMDAR, incrementaban el numero de
perseveraciones (consideradas como las permanencias de la respuesta errada)
durante una prueba de cambio de tarea [5]. De igual manera, al bloquear la sub-

unidad GIuN2B del NMDAR disminuia la capacidad de las ratas para suprimir la
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respuesta previa y buscar otra alternativa, ya que presentaban un mayor nimero de

perseveraciones [54].

Estudios realizados en ratas en distintas etapas del desarrollo (6, 13 y 24
meses de edad) han mostrado que la flexibilidad cognitiva va disminuyendo
paulatinamente con relacion a la edad [10,52], fenbmeno que también ocurre en los
primates durante el envejecimiento Esta disminucién también se ha observado al

comprar monos de diferentes edades [70].

3.4. Atencién

La atencion se define como la capacidad del individuo que le permite
enfocarse y registrar la informacion especifica obtenida de un ambiente externo o
interno [19]. Rushworth y cols., realizaron estudios de Resonancia Magnética
Funcional en sujetos de 20 a 48 afios mientras realizaban pruebas de atencion,
encontraron que las areas que registraban mayor actividad al realizar estas tareas
eran las areas corticales del giro cingulado anterior derecho, la corteza parietal
posterior derecha, la corteza bilateral frontal premotora y frontal medial, el surco

temporal superior derecho, y activacion subcortical en el tAlamo.

Estudios realizados para analizar el desempefio de las ratas en tareas de
atencioén en distintas etapas del desarrollo han mostrado que existe una disminucién
progresiva de este proceso que inicia en la edad media de la rata (14 meses) [9,59]
y se incrementa durante el envejecimiento [52]. En este sentido, en un estudio
realizado por Beas y cols., se compararon ratas jovenes (6 meses) con viejas (24
meses) y se observl que estas Ultimas cometian un mayor niamero de errores que
las ratas jovenes en una tarea de atencion [52]. De igual manera, Guidi y
colaboradores en el 2015, observaron que la atencion en ratas de mediana edad
(14 meses), era significativamente menor que las ratas jovenes (6 meses). Al igual
gue otras funciones cognitivas, los NMDAR juegan un papel importante mediando
los procesos de atencion [9,60]. En este sentido, Guidi y cols., observaron que, la
administracion de un antagonista de los NMDAR a ratas de edad media disminuia
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su desempefio en pruebas de atencion [9]. Tomados en conjuntos, estos
antecedentes sugieren que el desempefio en la atencion va disminuyendo conforme

avanza la edad.

3.5. D-serinay su papel como co-agonista de los NMDAR

Por muchos afios, la glicina fue considerada como el co-agonista enddégeno
de los NMDAR en el cerebro. Sin embargo, a mediados de la década de los 90s, se
observo la alta afinidad de la D-serina por los sitios de unién de glicina y su gran
capacidad para activar los NMDAR en la corteza frontal de ratas, hecho que
constituy6 el primer indicio de que este aminoacido era un co-agonista de los
NMDAR [45]. Ahora es claro que la D-serina y no la glicina, es el principal co-
agonista enddgeno de los NMDAR [12,13,68]. Esto se basa en diversas evidencias
como, por ejemplo: i) La alta capacidad de la D-serina para activar los NMDAR [45].
i) La expresion de D-serina coincide con la expresion del NMDAR [38]. iii)) La
expresion de la D-serina y los NMDAR co-varian en diferentes etapas del desarrollo
[12,13].

3.6. Metabolismo de la D-serina

La D-serina es sintetizada a partir de la L-serina por la accién de la enzima
Serina racemasa (SR) [73,74]. En el cerebro, la expresion de la SR se ha observado
principalmente en los astrocitos [37], aunque se encuentra también en las neuronas
[62] y en la microglia [57]. La D-serina es liberada por los astrocitos y las neuronas
por distintos mecanismos, mientras que los astrocitos se libera bien como un
proceso de exocitosis, 0 a través del trasportador alanina-serina-cisteina (ASCT) y
por canales regulados por volumen de aniones (VRAC). Por su parte, las neuronas
liberan D-serina en respuesta a una despolarizacion [37] con ayuda del trasportador

de alanina-serina-cisteina independiente de Na+ (ASC1) [44].
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La degradacion de la D-serina se lleva a cabo principalmente por la accion
de la enzima D-amino acido oxidasa (DAAO) localizada en el SNC en el tronco
encefalico [66] y en el cerebelo [66,67]. Ademas de la degradacion a nivel central,
la D-serina es transportada fuera del cerebro, a la sangre y de ahi hacia el rifion en

donde es degradada con ayuda de la misma enzima [75].

Aunque la D-serina es sintetizada enddégenamente, al igual que otros
aminoacidos, se absorbe en el lumen intestinal cuando se ingiere. Esto debido a
que las células epiteliales expresan los trasportadores de amioaciodos ATB%* [40].
Una vez reconocida por estos transportadores, la D-serina se introduce a las células
epiteliales y es vertida a la sangre con ayuda del trasportador ASC1 [40] (Fig. 3). De
manera interesante, la D-serina exdgena puede atravesar la barrera
hematoencefalica utilizando trasportadores de diferente afinidad, como son el ASC1
y SLC7A10, de mayor afinidad, asi como el ASCT2 y SLC1AS de menor afinidad
[24]. A pesar de que no existen estudios detallados de la relaciéon entre los niveles
séricos de D-serina y los niveles centrales, Guercio y cols., observaron que la
administracion intraperitoneal de D-serina en ratas (1g/kg de peso), producia un
aumento de los niveles intracerebrales de D-serina. Este incremento alcanzo su
maximo entre los 20 y los 40 min y se mantuvo elevado por al menos 4 horas

posteriores a su administracién [30].

Lumen + + Blood

D>

: —C

D-Serine D-serine ASCH

— O
=

D-Serine

Na+

ATBO

Colonocyte/Enterocyte

Fig. 3 Las células del intestino expresan transportadores para D-serina. La D-serina que se
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encuentra en el lumen intestinal entra a las células intestinales a través del transportador ATBO.
Posteriormente es captada por el transportador ASC1 el cual se encarga de pasarla a la sangre.
Tomado de Takahiro Hatanaka et al., 2002.

3.7. Liberacion de D-serina en diferentes etapas del desarrollo.

Las concentraciones intracerebrales de D-serina cambian dependiendo de
la estructura cerebral que la contenga [71,72]. En este sentido, Miyoshi y cols., en
el 2011 reportaron que los niveles intracerebrales de D-serina en ratas en corteza
cerebral e hipocampo oscilaban entre 250 y 350 nmol/g respectivamente, mientras
que en el hipotdlamo y bulbo olfatorio era de 80 y 200 nmol/g respectivamente.
Ademas de las diferencias entre estructuras cerebrales, los niveles de D-serina
también cambian dependiendo de la etapa de desarrollo en el que se encuentren
los organismos. Asi, Hashimoto y cols., midieron los niveles intracerebrales de D-
serina en ratas, y observaron que estos alcanzan su maximo entre los 20 y los 40
dias postnatales y a partir de ahi disminuyen gradualmente con la edad [12], Sin
embargo, estudios en rebanadas de hipocampo asi como estudios conductuales en
ratas jovenes (2-4 meses de edad), han mostrado que la administraciéon exdgena
de D-serina no modifica las respuestas sinapticas mediados por NMDAR [11] lo que
sugiere que los niveles de D-serina en condiciones fisiologicas son tales que los

sitios de union en los NMDAR se encuentran saturados [11].

3.8. Efecto de la D-serina en los procesos cognitivos en ratas y humanos

Debido a que la D-serina es el principal co-agonista endégeno de los NMDAR
y este receptor juega un papel importante en las funciones cognitivas, no es de
sorprender la participacion de la D-serina en funciones cognitivas. De acuerdo con
esto, al bloqueo del sitio de unién a D-serina en los NMDAR, disminuye el
aprendizaje en ratas jovenes [69]. De igual manera, la administracion exdégena de
D-serina facilita la memoria espacial en una prueba en el laberinto acuético de

Morris [34] y la memoria a largo plazo en una tarea de evitacion inhibitoria [11].
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El papel de la D-serina en las funciones cognitivas ha sido también evaluado
en humanos, de modo que, la D-serina se ha convertido en un farmaco de suma
importancia en diversas patologias en las que existe un mal funcionamiento del
NMDAR. Tal es el caso de la esquizofrenia, en donde se ha visto que hay una
mejoria del déficit cognitivo [23] y de los sintomas negativos [31,32]. Asi mismo, se
ha utilizado en pacientes que padecen depresién y ansiedad, en donde, la
administracion oral de D-serina mejora el desempefio cognitivo de los pacientes
[33]. Basandonos en estos datos obtenidos de las condiciones patoldgicas, cabe la
posibilidad que la D-serina pudiera mejorar el desempefio cognitivo disminuido

asociado a condiciones no patolégicas como el envejecimiento.

3.9. D-serina y envejecimiento

Existen indicios sugerentes del papel de la D-serina en modelos animales de
envejecimiento. Se ha documentado que, los niveles de D-serina en roedores viejos
se encuentran disminuidos en comparacién con roedores jovenes [13,27,28], o que
produce un malfuncionamiento de los NMDAR [13,27]. Uno de los factores que
explica esto es la disminucion de la expresiéon de la SR [76]. En paralelo, durante el
envejecimiento se ha reportado una hipofuncién de los NMDAR [69] lo que se refleja
en una disminucién en las respuestas sinapticas mediadas por NMDAR, la
disminucién en la plasticidad (LTP) [29] y en las funciones ejecutivas tales como la
atencion vy la flexibilidad cognitiva [9,42]. Es asi que, la deficiencia de D-serina
podria estar relacionada con la disminucion en las funciones cognitivas asociadas
al envejecimiento. En este sentido, el presente proyecto pretende estudiar el papel
de la D-serina en el inicio y progreso del deterioro de la flexibilidad cognitiva y la

atencion que ocurren durante el proceso del envejecimiento.
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4. JUSTIFICACION

La poblacién mundial esta envejeciendo a pasos acelerados. Segun la OMS
(Organizacion mundial de la salud) entre el 2015 y el 2050, la proporcién de la
poblaciéon mundial con mas de 60 afios pasara de 900 a 2000 millones, lo que
representa un aumento del mas del 200% [15]. En particular, Latino América sera la
regién que mas envejecerd en los proximos 50 afios pasando de 400 millones en el
2000 a 1,7 billones en el 2050, observando un aumento de un 425% [15]. En México,
en el 2010 cerca del 9% de la poblacién tenia mas de 60 afios. Sin embargo, se
estima que para el 2030 el porcentaje ascendera a 17% y para el 2050 conformaran
mas del 25% de la poblacién (Secretaria de salud, 2010), es decir, en tan solo 34
afos, 1 de cada 4 mexicanos tendrd mas de 60 afos.

A medida que las personas envejecen, existe un deterioro progresivo de las
funciones cognitivas. Los signos tempranos de este deterioro incluyen una
disminucion en el aprendizaje, la memoria, la atencion y la flexibilidad cognitiva entre
otros [19,50]. En México, se estima que cerca del 30% de los adultos de mas de 65
afos presentan alguna discapacidad por deterioro cognitivo o motor lo que conlleva

a problemas sociales y econémicos (Secretaria de salud, 2010).

La poblacion de la tercera edad (mayor de 60 afios) en México, se mantendra
en continuo crecimiento, aumentando 76.3% del afio 2000 al 2015y 63.2 % en los
altimos dos decenios. En este sentido, es claro que conocer los mecanismos
celulares que llevan al declive cognitivo permitira desarrollar herramientas y
estrategias que nos permitan retardar, disminuir e incluso prevenir el deterioro, lo

gue mejorara la calidad de vida de las personas.
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5. HIPOTESIS

La administracion oral de D-serina disminuira el deterioro de la flexibilidad cognitiva

y la atencién asociado al envejecimiento en ratas.

6. OBJETIVO GENERAL

Conocer el papel de la administracion oral de D-serina en el deterioro de la

flexibilidad cognitiva y la atencién asociado al envejecimiento en ratas.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la flexibilidad cognitiva y la atencion en ratas de 6,12 y 18 meses
de edad.

2. Observar el efecto de la administracion oral de D-serina sobre el deterioro en

la flexibilidad cognitiva y la atencién en ratas de 18 meses de edad.

8. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo experimental longitudinal prospectivo.

8.2. Definicién del universo

Se incluyeron ratas macho de la cepa Wistar de 6, 12 y 18 meses de edad

del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM campus Juriquilla.
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8.3. Tamafo de la muestra

Se utilizaron 12 ratas por grupo experimental (72 ratas en total en el estudio).
Las ratas se obtuvieron del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM,
campus Juriquilla las cuales fueron divididas de manera aleatoria en los grupos de

estudio.

8.4. Definicidn de las variables

e Variables dependientes:
o Edad
o Flexibilidad cognitiva
o Atencion
o Actividad locomotora
e Variables independientes:
o D-serina

8.5. Definicién del grupo de comparacion

El grupo control estuvo constituido por ratas macho que cumplieron con las
mismas especificaciones (edad, sexo, alimentacion) y que realizaron el mismo

entrenamiento en las tareas conductuales que las ratas tratadas con D-serina

8.6. Definicién del grupo a intervenir

Ratas macho de la cepa Wistar de 12 y 18 meses de edad.

8.7. Criterios de inclusion

1. Ratas de la cepa Wistar.
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2. Ratas de sexo masculino.
3. Ratas entro 6 y 18 meses de edad.

4. Ratas sanas

8.8. Criterios de eliminacion

1. Ratas que se enfermaron durante el estudio.
2. Ratas que no lograron aprender la tarea inicial.

3. Ratas que murieron durante el estudio.

8.9. Definicién de variables y unidades de medida

Variable

Descripcion

conceptual

Definicién Escala

operacional

Unidad
de
medida

Tipo de
variable

Edad Tiempo que ha Meses desde Cuantitativa 0-18 Meses
transcurrido Su nacimiento
desde el
nacimiento del
animal
Flexibilidad La habilidad de Se refiere al Cuantitativa 0-120 Errores
cognitiva un animal de namero de
adaptar las errores  que
estrategias las ratas
previamente presentan
aprendidas para cuando se les
enfrentar cambia la
nuevas palanca que
experiencias deben de
presionar para
obtener su
recompensa.
Atencion Capacidad del Es el numero Cuantitativa 0-120  Aciertos
individuo que le de veces que
permite la rata
enfocarse y presiona la
registrar la palanca
informacion ipsilateral  al
especifica
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obtenida de un estimulo

ambiente luminoso
externo 0
interno
D-serina Aminoacido no Se evaluaran Cuantitativa 30 mg/kg
esencial, que se las diferencias 300 de peso
obtiene a partir entre el grupo
de la control y el
catalizacion de grupo que se
L-serina le administrara
D-serina.

8.10. Metodologia

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con las normas
y lineamientos éticos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y del NIH
“‘Guide for the Care and Use of Experimental Animals” y fueron sometidos a
evaluacion ante el Comité de Bioética de la facultad de Medicina de la Universidad

Autonoma de Querétaro.

8.11. Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 6, 12, y 18 meses de edad,
obtenidas del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM campus Juriquilla.
Las ratas fueron alojadas individuamente en un ambiente con temperatura y
humedad controlada con ciclos de luz y oscuridad (12/12) y agua ad libitum. Las

ratas se mantuvieron con alimento restringido al 85% de su peso.

8.12. Droga

Se administro D-serina, de manera oral a dosis de 30 mg/kg de peso o 300
mg/kg de peso, en el agua de beber. La D-serina se obtuvo de Sigma-Aldrich Co.
Ltd.
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8.13. Toxicidad de la D-serina

La D-serina es una sustancia enddgena, que en ratas jovenes se encuentra
en altas concentraciones. El disefio de los experimentos de este trabajo, estan
encaminados en suplementar la D-serina para normalizar sus niveles y de esta
manera normalizar la funcién cerebral. Ademds, estudios en los que se ha
administrado D-serina exdgena, tanto en ratas de laboratorio [26,30,33], como en
humanos [31,32], no han reportado que esta cause toxicidad, por lo que no se

tomaron medidas especiales para la suplementacion de este aminoéacido.

8.14. Experiencia de los investigadores en el manejo de animales

En el laboratorio en el que se llevaran a cabo los experimentos, se tiene
experiencia en el manejo de diferentes animales (ratén, rata y huron). Todos los
participantes de este trabajo fueron debidamente certificados para el manejo de
animales por el Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM.

8.15. Equipo

Se realizaron pruebas de evaluacion de la flexibilidad cognitiva y de atencion
en ratas de 6, 12 y 18 meses. Para esto, se utilizaron cajas de condicionamiento
operante, las cuales contaron con dos palancas retractiles, 2 luces para el estimulo
visual y un dispensador de comida que fue utilizado como recompensa. El disefio y
control de las tareas, asi como la adquisicion de las respuestas se hizo a través de
Arduino y Visual Basic.
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8.16. Entrenamiento

El entrenamiento de las ratas se dio por aproximaciones sucesivas en
sesiones de no mas de 30 min de duracion. El entrenamiento de las ratas se

complet6 entre 30-35 dias y se dividié en 3 fases, como sigue:

Fase 1: Esta fase tiene como objetivo ensefar a la rata a asociar el palanqueo con
el reforzador (comida). Para esto, se colocaron a las ratas en la caja de
condicionamiento operante por 30 min, en donde las palancas permanecian
extendidas todo el tiempo y se reforzaba la presion de cualquiera de las 2 palancas.
Se determiné que la rata habia concluido esta fase, cuando alcanzo una eficiencia

de 50 palanqueos consecutivos (Fig.4).

Fig. 4. Esquema que ejemplifica la Fase 1 del entrenamiento. En esta fase, la rata aprendia que
la presion de las palancas (sin importar la lateralidad), le daba una recompensa (croqueta de
comida).

Fase 2: Durante esta fase, la rata aprendié a presionar la palanca en respuesta a
un estimulo visual. Para esto, la recompensa se dio Unicamente cuando la rata

presiono la palanca ipsilateral al estimulo luminoso (Fig.5).

25



Fig. 5. Esquema que ejemplifica la Fase 2 del entrenamiento. En esta fase, la rata solo recibio

recompensa (croqueta de comida), si presionaba la palanca ipsilateral a la luz

8.17. Prueba de evaluacion de la flexibilidad cognitiva

Una vez que las ratas habian aprendido a presionar la palanca ipsilateral al
estimulo luminoso para obtener la recompensa, la regla cambid. En esta fase, la
rata ya no recibia recompensa al tocar la palanca ipsilateral al estimulo luminoso,
ahora para recibirla debia tocar la palanca contralateral al estimulo luminoso. Se
cuantifico el nimero de errores como el niumero de veces que la rata presionaba la
palanca ipsilateral. El grado de flexibilidad cognitiva se relaciona de manera inversa
al numero de errores, es decir entre menos flexibilidad cognitiva tenga una rata,

mayor sera el numero de errores que esta realice.

8.18. Prueba de evaluacién de Atencién

Posterior a la evaluaciéon de la flexibilidad cognitiva, las ratas fueron
reentrenadas en fase 2 por 3 dias y se evalué la atencion al cuarto dia. Para esto,
se present6 el estimulo visual con duraciones que oscilaron (de manera aleatoria)
entre 0.5, 2.5 y 10 s. Posterior al estimulo visual, las palancas se extendieron
permitiéndole a la rata presionar las palancas. Si la palanca presionada era la

ipsilateral a la luz, entonces la rata recibia una recompensa.

26



8.19. Analisis del efecto de la administracion oral de D-serina sobre el
deterioro en la Flexibilidad cognitiva y la Atencion

Con el fin de analizar el efecto de la D-serina sobre el deterioro de la
flexibilidad cognitiva y la Atencion, las ratas de 12 meses, las cuales habian ya sido
evaluadas en tareas de Flexibilidad cognitiva y atencion (procedimiento previamente
descrito), se mantuvieron para llevar a cabo un analisis longitudinal y ser evaluadas
a los 18 meses. Para esto, las ratas continuaron alojadas individuamente en un
ambiente con temperatura y humedad controlada con ciclos de luz y oscuridad
(12/12), con comida y agua ad libitum. Se dejaron envejecer hasta los 16 meses de
edad y se inici6 la administracion oral de D-serina (diluido en el agua de beber) por
2 meses, es decir, hasta que las ratas cumplieron los 18 meses de edad. Las ratas
qgue recibieron D-serina se dividieron en 2 grupos, los que reciban la dosis de
30mg/kg de peso (18 meses + 30 mg) y las que reciban 300 mg/kg de peso (18
meses + 300 mg), a la par, contamos con un grupo control las cuales fueron
mantenidas en las mismas condiciones que las ratas tratadas, solo que estas
recibieron en lugar de la D-serina, Gnicamente agua (18 meses + agua). Ademas,
contamos con un grupo de 18 meses de edad que no habia sido previamente
evaluado (18 meses). Tanto los grupos de intervencion como los controles tuvieron
las mismas caracteristicas, se mantuvieron en iguales condiciones y realizaron las

mismas evaluaciones.

8.20. Eutanasia

Una vez terminada las evaluaciones en los animales de estudio, fueron
regresados al Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM campus Juriquilla,
donde, personal capacitado les realizo la eutanasia, por inhalacion de CO2,

siguiendo los siguientes pasos:

1. Colocar los animales en la caja en cantidades tales que ocupen la mayor

superficie del piso posible (no amontonados).
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2. Colocar la tapafiltro de la caja.

. Abrir el flujo de CO2 durante aproximadamente 3 minutos verificando que la
presion del flujo de salida del gas no cause tanto ruido para que no se estresen
los animales. Cuando los animales estén inconscientes e inmoviles, dejar por
otros 3 minutos para que mueran. Constatar la muerte por ausencia de latido
cardiaco.

. Constatada la muerte de los animales, se depositaron en una bolsa amarilla
segun NOM-087-ECOL-1995.

Lavar y desinfectar el area utilizada, colocando los materiales y equipos en su
lugar asignado.

. Una vez terminado este procedimiento, depositar los implementos de

bioseguridad en el envase indicado (bolsa roja).
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8.21. Disefio experimental

Administracion oral
D-serina

—

12 6 meses, . 12 meses 18 meses
2 evaluacion 12 evaluacién (n = 20) 12 evaluacion (n = 12)

22 evaluacidn
(n=12)

22 evaluacién + D-serina
(30mg/kg peso, n=12)

22 evaluacion + D-serina
(600mg/kg peso, n =12)
Fig. 6 Disefio experimental en el que se representan los grupos con los que se trabajara y las
intervenciones a cada grupo. Color rojo: gupos con una evaluacion independientes. Color celeste:
primer grupo de intervencion.

8.22. Prueba piloto

Se realiz6 una prueba piloto utilizando ratas macho de la cepa Wistar de 2 a
3 meses de edad las cuales fueron alojadas, manipuladas, entrenadas y evaluadas

en iguales condiciones con los grupos experimentales.

8.23. Definicidn del plan de procesamiento y presentacion de la informacién

Con la informacién obtenida, se realiz6 analisis de las variables en el
programa SigmaPlot y MATLAB en el que se correlacionaran cada una de las
variables. Se realiz6 asi mismo, analisis estadistico con ANOVA paramétrica y una

prueba de U de Mann-Whitney para los datos no paramétricos.

Los resultados se presentan en graficos y tablas confeccionados con el

propio programa Sigma Plot y MatLab
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizamos ratas de diferentes edades (6, 12 y 18 meses de edad) con el fin
de analizar el cambio en las funciones cognitivas que ocurre como un proceso
natural durante el envejecimiento y como esto se modifica por la administracion de
D-serina. Las ratas se entrenaron en diferentes sesiones en cajas de
condicionamiento operante en tareas que evaluaban ya sea la flexibilidad cognitiva

o la atencion.

9.1. Adquisicion de la tarea

El progreso en el desempefio de las ratas de 6, 12 y 18 meses (nUmero de aciertos
correctos) en las diferentes sesiones de entrenamiento (curvas de la adquisicion de
la tarea) se muestra en la figura 1. El nimero de aciertos (presion de la palanca
ipsilateral a la luz) realizados por los tres grupos de ratas en las diferentes sesiones
fueron comparables. Estas respuestas incrementaron progresivamente durante las
sesiones, alcanzando el nivel de significancia del 80% en la sesion 8 y una meseta
alrededor de la sesion 13 (Fig. 1A, C). El maximo desempefio se obtiene con un
total de ~ 90 aciertos (Fig. 1A) lo que equivalen a un 80% de palanqueos correctos
(Fig. 1C). Por el contrario, el nUmero de errores (presion de la palanca contralateral
a la luz), fueron disminuyendo a partir de la sesién 6 alcanzando un valor minimo
estable a partir de la sesion 13, presentando al final de la fase un promedio de
errores menor a 30 equivalente a 25% (Fig.1B). Al igual con las curvas de
adquisicién, no se observaron diferencias en las ratas de diferentes edades (Fig.
1D). Estos resultados son esperados debido a que es una tarea sencilla (presionar
la palanca ipsilateral a la luz) y concuerda con estudios previos realizados, como el
de Beas y cols., [52] en el que compararon ratas de 6 y 22 meses de edad y ambos
grupos necesitaban el mismo numero de sesiones para alcanzar los criterios

requeridos para ser evaluadas.
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Figura 1. Curvas de adquisicién de latarea de las ratas de 6,12 y 18 meses entrenadas en una
tarea de palanqueo. Las ratas (6 meses n=20, 12 meses n=39, 18 meses n=24) fueron entrenadas
para presionar la palanca ipsilateral a la luz (nimero de aciertos). El total del nUmero de aciertos
aumentan con el nimero de sesiones (A), mientras que el nUmero de errores (presion de la palanca
contralateral a la luz), disminuyen en cada sesion (B). C, El porcentaje de palanqueos correctos
(palanqueos correctos/palanqueos totales) aumentan progresivamente, mientras que el porcentaje
de errores (presién de la palanca contralateral/totales) disminuyen (D). La linea punteada representa
el nivel de significancia del 95%. Los datos en los paneles A y C se ajustaron a una funcion
sigmoidea.

9.3. Caracterizacién de flexibilidad cognitiva en ratas de 6, 12 y 18 meses

Una vez alcanzado el maximo de la efectividad en la tarea (Figura 1A, C), se
realizé la evaluacién de la flexibilidad cognitiva. Para esto, a diferencia de la tarea
anterior, en esta tarea, la presién de la palanca ipsilateral no daba el reforzador.
Para obtenerlo, la rata tenia ahora que presionar la palanca contralateral. Asi, como

medida de la flexibilidad cognitiva, se contabilizo el nimero de veces que la rata
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presionaba la palanca ipsilateral a la luz (nimero de perseveraciones). Asi, a mayor
namero de perseveraciones, menor flexibilidad cognitiva. Durante la sesion de
evaluacion (30 min), se contabilizo el nUmero de perseveraciones que realizaban
las ratas en intervalos de tiempo de 5 minutos, encontrando que la disminucion en
el nimero de perseveraciones empezaba a disminuir a partir de los 10 minutos, este
comportamiento fue similar en los tres grupos de edad (6, 12 y 18 meses de edad)
(Fig. 2A). Estos datos sugieren que es durante estos primeros minutos que las ratas
se dan cuenta que la regla para obtener el reforzador ha cambiado, por lo que
decidimos tomar como perseveraciones, las presiones de la palanca ipsilateral
posterior a los 10 min de inicio de la sesion. El anadlisis del nimero de
perseveraciones por rata por grupo de edad se muestra en el panel 2B en donde se
indica, como referencia, los percentiles (25 y 95), segun el numero de
perseveraciones de las ratas de 6 meses. Por debajo del percentil 25 (linea azul)
representa un menor nimero de perseveraciones y por lo tanto un desempefio
superior. Por encima del percentil 95 (linea roja) se encuentran las ratas que
realizaron un mayor namero de perseveraciones por lo que se consideran con
desempeiio inferior en la tarea de flexibilidad. Las ratas cuyo desempefio se
localizaba entre el 25 y el 75% (entre la linea azul y roja) mostraban entonces un
desempefio normal. En los grupos de ratas de 6, 12 y 18 meses se observo un
aumento progresivo en el nimero de perseveraciones, siendo maximo en el grupo
de 18 meses (Fig. 2B).

Se cuantifico la proporcién de ratas segun su desempefio (superior-parte
azul de la barra; promedio, verde; e inferior, amarilla) y con base en los percentiles
gue se obtuvieron para las ratas de 6 meses (Fig. 2C). Al analizar el desempefio de
las ratas de 6, 12 y 18 meses de edad se observé que hay una disminucion
progresiva de la flexibilidad cognitiva de las ratas de 12 y 18 meses en comparacion
con las ratas de 6 meses. Esta tendencia a la disminucion de la flexibilidad cognitiva
con respecto a la edad, también se ha observado en estudios previos realizados en
ratas, monos y humanos de diferentes edades en los cuales se ha estudiado el
cambio en la flexibilidad cognitiva asociado a la edad. En este sentido, Beas y cols.,

[52] compararon ratas de 5 meses con ratas de 22 meses, encontrando una
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disminucion en el desempefio de la flexibilidad cognitiva en las ratas

comparadas con las jovenes.
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desempefio.

33



9.3. Caracterizacion de la atencidn en ratas de 6, 12 y 18 meses

Los resultados obtenidos en las pruebas de atencion por las ratas de 6, 12 y
18 meses se muestran en la figura 3. Para la evaluacion de la atencion, se utilizé el
protocolo de entrenamiento mostrado en la figura 1, es decir, en respuesta a la
presion de la palanca ipsilateral, la rata obtenia una recompensa. Con el fin de
evaluar la atencion, la duracion del estimulo luminoso se vario de manera aleatoria
entre los valores de 10, 2.5y 0.5 sy se analizé el nUmero de respuestas correctas
(palanqueos ipsilateral a la luz). Como primera aproximacion, se analizaron el
namero total de aciertos total, que corresponde a la suma de los aciertos de cada
una de las duraciones de los estimulos luminosos. Al igual que con la flexibilidad
cognitiva, se calcularon los percentiles 25 (linea azul) y 75 (linea roja) y se cuantifico
la distribucién del desempefio de las ratas por debajo o arriba de estos percentiles.
Como era de esperarse, el mayor niumero de ratas de 6 meses (50%) realizaban un
numero de aciertos entre el percentil 25 y 75 (desempefio promedio) (Figura 3B),
mientras que el resto de este grupo realizaba un numero de aciertos por debajo del
percentil 25 (desempefio inferior) y por arriba del 75 (desempefio inferior). En las
ratas de 12 meses se observl un aumento en el porcentaje de ratas que realizaban
un desempefio inferior en comparacion con las ratas de 6 meses. Las ratas de 18
meses siguieron este mismo patron, aumentando el nimero de ratas que mostraron
un desempefio inferior, no encontrdndose en este grupo ningun sujeto por encima
del percentil 75 (Fig. 3A 'y 3B).

Con el fin de analizar el desempefio en la atencion la atencibn con mayor
detalle, se analizaron los numeros de aciertos de acuerdo con la duracion del
estimulo luminoso (10 s, 2.5 s y 0.5 s). La cuantificacion de la proporcion de ratas
segun su desempefio se muestra en la figura 5. Aunque la tendencia a mostrar un
menor desempefo en las ratas de 18 meses se observa en los 3 tiempos, esta
diferencia es mas evidente en el tiempo de 2.5 s, en comparacién con 5y 10 s (Fig
5A-C).

El desempefio en tareas de atencion disminuye con respecto a la edad, esto

ha sido demostrado por grupos como el de Guidi y cols., [9,69] que analizaron el
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desempefio de ratas jovenes y de mediana edad en pruebas de atencidn,
encontrando que estas Ultimas realizaban un mayor nimero de errores en
comparacion con las ratas jovenes. En los resultados de atencién obtenidos en el
presente estudio se puede observar una disminucion progresiva asociada a la edad,
tanto para el numero de aciertos totales, como para cada una de las duraciones de
estimulo (Fig. 4 y 5). Esta diferencia es mas evidente en el tiempo de 2.5 s, debido
probablemente a la dificultad para resolver la tarea siendo un reto mayor para las

ratas viejas el menor tiempo de duracion del estimulo (Fig. 5A-C)
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Figura 3. Evaluacion de la atencién de las ratas de 6, 12 y 18 meses. Las ratas fueron evaluadas
contabilizando el nimero de aciertos (presion de la palanca ipsilateral a la luz). A, total del nimero de aciertos
obtenidos con diferentes duraciones del estimulo luminoso (sumatoria de aciertos de: 10, 2.5, 0.5 s. B,

Proporcion de ratas segiin su desempefio en la prueba de atencion. U de Mann-Whitney *P <0.05 **P
<0.001.
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9.4. Caracterizacion de la actividad locomotora en ratas de 6, 12 y 18 meses

Los resultados obtenidos en la actividad locomotora de las ratas de 6, 12 y
18 meses se muestran en la figura 4. Para esta prueba las ratas fueron colocadas
en cajas individuales, que contaban con una rueda en la cual las ratas podian correr
de manera voluntaria. Se contabilizo la distancia que recorrian cada hora por 3 dias
(Fig. 4A). Se considerd el primer dia como parte de la adaptacion de la rata a la caja
asi que para su posterior andlisis se analizé la distancia total promedio que
recorrieron las ratas durante los dos ultimos dias. Los resultados muestran que las
ratas de 6 meses recorrieron una mayor distancia significativa con un promedio de
488.47m, en comparacion con las de 12 meses con un promedio de 335.03m y
357.05 metros en las de 18 meses. (Fig. 5B; p<0.05 U-Mann Whitney). Esta
disminucién en la actividad locomotora se ha reportado con anterioridad, tanto en
animales de laboratorio como en humanos, que el aumento de la edad es
inversamente proporcional a la actividad fisica, es decir, a mayor edad menor
actividad fisica [81,82]. Esta disminucion podria estar asociada tanto a factores
periféricos, como puede ser la disminucién de la masa muscular, como a factores
centrales, tales como la alteracion en el sistema cerebral de la recompensa que se
dan en el envejecimiento [80]. Se puede observar que hay un comportamiento
similar al desempefio en funciones cognitivas, esto es de esperarse ya que se ha
visto que la disminucién de la actividad fisica tiene un efecto negativo sobre estas
[83,84] Esta afectacién podria deberse a la disminucién de los niveles de proteinas,
por la pérdida de masa muscular. En este sentido, se ha observado que el ejercicio
fisico cambia los niveles de proteinas sinapticas como la sinapsina y la sinaptofisina,
proteinas involucradas en la liberacién de neurotransmisores [88]. De igual manera,
el ejercicio voluntario se ha visto asociado a un aumento de la LTP, en dependencia
de la activacion de los NMDAR [86].
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Una de las causas que se ha atribuido a la disminucién de las funciones
cognitivas, es la reduccién de los niveles de D-serina que ocurre COmo un proceso
natural en el envejecimiento. Esto debido a que la enzima serina racemasa, que
cataboliza la sintesis de serina, se encuentra disminuida en sujetos envejecidos
[76]. Esto sugiere, que la administracion de D-serina de manera oral, podria ayudar
a restaurar las funciones que se afectan con la edad. Para probar esta hipotesis,
administramos D-serina (oral) por 2 meses y evaluamos el efecto sobre la
flexibilidad cognitiva, la atencion y la locomocion.

9.5. Efecto de la D-serina sobre la flexibilidad cognitiva y la atencién en ratas
de 18 meses

Con el fin de analizar si la D-serina mejoraba el deterioro en la flexibilidad
cognitiva y la atencion, que ocurre por un proceso de envejecimiento, realizamos un
estudio longitudinal de las ratas de 12 meses. Es decir, una vez medida estas
funciones cognitivas, las ratas continuaron alojadas individuamente y se dejaron
envejecer hasta los 16 meses de edad, iniciAndoles la administracion oral de D-

serina (diluido en el agua de beber) durante 2 meses (hasta que las ratas cumplieron
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18 meses de edad). Las ratas se dividieron en 3 grupos, las que solo bebieron agua
(18 m + agua), las que recibieron la dosis de 30mg/kg de peso de D-serina (18 m +
30 mg) y las que reciban 300 mg/kg de peso de D-serina (18 m + 300 mg). Cuando
cumplieron los 18 meses, las ratas fueron reentrenadas durante 8 dias en la tarea
para presionar la palanca ipsilateral al estimulo luminoso, 24 horas previas al inicio
de la evaluacion de flexibilidad cognitiva se suspendio la administracion de D-serina
con el fin de evitar efectos agudos de la D-serina. Se compararon los resultados de
los grupos de las ratas de 18 meses del grupo longitudinal (18 m + agua; 18 m + D-
ser 30 mg; 18 m + D-ser 300 mg) y las de 18 meses que no habian sido evaluadas
previamente (18 meses). Los resultados mostraron que, para nuestra sorpresa,
tanto los grupos de D-serina como el que recibié solo agua, tenian un mejor
desemperfio que las ratas de 18 meses, e incluso mejor que las ratas de 6 meses
(Fig. 6). Las ratas de 6 meses de edad obtuvieron un promedio de perseveraciones,
de 52.90 para las ratas de seis meses, 76.35 para las de 12 meses, 83.80 en las de
18 meses sin evaluacion previa y en las de 18 meses del grupo longitudinal tuvieron
un promedio de 46.41 en las que se les administro 30 mg de D-serina, 51.80 a las
que se les dio 300 mg y 61.08 en las que Unicamente se les administro agua. Estos
resultados sugieren que la experiencia de haber aprendido la tarea de flexibilidad
cognitiva a los 12 meses pudo haber generado un aprendizaje en la rata sobre la
tarea que le permitié después, a los 18 meses, resolver la situacion. Ademas de
esto, la exposicion previa a la tarea pudo haber generado una reserva cognitiva de
tal magnitud que revirti6 el deterioro de la flexibilidad que ocurre durante el
envejecimiento. Diversos estudios han mostrado que la reserva cognitiva beneficia
el desempefio de las funciones cognitivas [86,87]. Es probable que el efecto de la
reserva cognitiva sea tan grande que el efecto de la D-serina no se haya
evidenciado. De esta manera, para responder la hipotesis de que la administracion
de D-serina mejora el desempeiio de la flexibilidad cognitiva, seria necesario repetir

el experimento, pero con un estudio transversal en lugar de longitudinal.
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Al finalizar la evaluacién de flexibilidad cognitiva, se regresoé a las ratas a la
fase dos del entrenamiento en el que debian presionar la palanca ipsilateral al
estimulo luminoso. 24 horas posteriores a esto, se les evalud atencidn durante tres
sesiones y se realiz6 un promedio de estas. Los resultados obtenidos en esta
evaluacion se muestran en la figura 6. Se contabilizo el nUmero de aciertos totales
(suma de aciertos de 10 s, 2.5 s, 0.5 s) y se compardé con el desempefio de las ratas
de 18 meses (con y sin D-serina). Encontramos que las ratas a las que se les
administro D-serina realizaban un mayor numero de aciertos (Fig. 7 Ay B) en
comparacion con los grupos a los que solo se les administro agua o los que se
midieron solo una vez. Al igual que como sucedid en la flexibilidad cognitiva
encontramos que a mayor dosis de D-serina mayor era el nimero de aciertos que
realizaban las ratas (Fig. 7 A). Al cuantificar las ratas seguin su desempefio, se
observd que la proporcién de ratas con un desempefio inferior disminuia en los

grupos a los que se les administro D-serina, de igual manera se observo que en el
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grupo con mayor dosis de D-serina (300 mg/kg de peso) era menor la proporcion de
ratas con un desempefio inferior en comparacion con las ratas con una dosis de 30
mg/kg de peso (Fig. 7 B). Estos resultados nos sugieren que la mejora en el
desempefio en una prueba de atencion es dosis dependiente de la administracion
de D-serina (Fig. 7)
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Figura 7. Efecto de la administracién oral de D-serina sobre la atencidn. Las ratas fueron evaluadas
contabilizando el niUmero de aciertos (presion de la palanca ipsilateral a la luz). A, total del nimero de aciertos
obtenidos con diferentes duraciones del estimulo luminoso (10 s, 2.5 s, y 0.5 s). B, Proporcion de ratas seguin
su desempefio en la prueba de atencion.

De igual manera, se cuantifico la proporcion de ratas segun su desempefio

para los aciertos segun la duracién del estimulo luminoso y se compararon las ratas
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a las que se les administro D-serina con las que recibieron Unicamente agua (18
meses + agua) (Fig. 8)
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Figura 8. Efecto de la administracion oral de D-serina en una prueba de atencion. Proporcién de ratas segin
su desempefio en la prueba de atencion, el donde la duracion del estimulo vario entre 10s (A), 2.5s (B) y 0.5s
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Debido a que la D-serina es el principal co-agonista endégeno de los
receptores NMDA, los cuales son fundamentales para las funciones cognitivas, y se
han asociado con una disminucion del desempefio de estas durante el
envejecimiento, no es de extrafiarse que la administracion cronica de D-serina en
ratas de 18 meses haya mejorada el desempefio de la atencién en comparacion de
no suplementadas. Respecto al efecto de la D-serina sobre la Flexibilidad cognitiva,
no es concluyente ya que esta prueba es sensible a la experiencia previa del animal
por lo que no se pueden sacar conclusiones. Sin embargo, resultados de las ratas
de 12 meses que recibieron una sola dosis de D-serina 40 min antes de evaluar la
flexibilidad cognitiva, muestran un efecto potenciador similar al que presenta el
grupo longitudinal, reforzando la idea de que el efecto de la D-serina se encuentra

enmascarado por la reserva cognitiva y el aprendizaje previo.

En estudios previos se ha asociado a la D-serina con el desempefio de
funciones cognitivas. En este sentido, Huili Han y cols. [85] encontraron que al
administrar D-serina (800 mg/kg de peso) exdgena en ratas, mejoraba en el
desempeiio de la memoria (5) y el aprendizaje (6). De igual manera, en un estudio
realizado por Lopez-Hidalgo y cols., en el 2012, mostraron que los niveles optimos
de D-serina eran importantes para establecer la memoria a largo plazo de las ratas
[11].

Nuestros resultados sugieren que la D-serina administrada crénicamente por
via oral atravesé la barrera hematoencefalica y llego a zonas cerebrales
involucradas en funciones como la flexibilidad cognitiva la atencion, tales como la
corteza prefrontal, la corteza premotora, el hipocampo, el cingulo, el tAlamo, entre

otros mejorando el desempefio en estas.

9.6. Efecto de la D-serina sobre la actividad locomotora en ratas de 18 meses

Una vez que se concluyeron las evaluaciones cognitivas, nos preguntamos
si habria una mejora en la actividad locomotora espontanea en las ratas a las que

se les administro D-serina. Para esto, se colocaron a las ratas en ruedas para medir
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la actividad locomotora espontanea. Se contabilizo la distancia total recorrida por
las ratas. De manera interesante observamos que las ratas a las que se les
administro D-serina de manera oral, recorrian una mayor distancia. Asi, el grupo
que recibio la dosis de 30 mg recorrio en promedio 356 m, en el grupo con dosis de
300 mg se observé un aumento marcado con una distancia promedio de 397 m,
esto en comparacion con las ratas de la misma edad a las que no se les administro

las cuales recorrieron una distancia promedio de 310 m (Fig. 9 A).

Ya que los NMDAR son necesarios para la realizacion de la actividad
locomotora [89,90], era de esperarse que al administrar D-serina encontraramos
una mejora en la actividad locomotora, como observamos en los resultados
obtenidos en el presente trabajo. Probablemente la D- serina que administramos de
manera oral, llega a zonas involucradas con esta actividad tales como el tAlamo y

la corteza motora, areas donde se encuentran presentes los NMDAR.
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Figura 9. Efecto de la D-serina sobre la actividad locomotora espontanea. Comparacion del promedio y el
EE de la distancia total recorrida por cada grupo de ratas. F=4.80, *p<0.05, ANOVA
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9.7. Correlacion de la actividad locomotora con flexibilidad cognitiva y

atencién en ratas de 6, 12 y 18 meses

Al finalizar las evaluaciones de las funciones cognitivas de las ratas y su

actividad locomotora espontanea, quisimos saber si habia alguna relacién entre el

desempefio cognitivo y la actividad locomotora espontanea de la rata. Los

coeficientes de correlacion (obtenidos con la prueba de Spearman) del desempefio

en las tareas de flexibilidad cognitiva y atencién y su relacién con la distancia

recorrida por las ratas de 6, 12 y 18 meses de edad se muestran en la figura 9. Se

observoé una tendencia de asociacién positiva entre la distancia recorrida y el

namero de perseveraciones que hacia una rata tanto en las ratas de 6, 12 y 18

meses de edad (Fig. 10 A, B y C). Al comparar el desempefio en atencién, no

observamos diferencias significativas ni tendencias importantes (Fig. 10 D, F)
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cognitiva y atencion, en ratas de 6, 12 y 18 meses de edad.

9.8. Correlacién de la actividad locomotora con flexibilidad cognitiva y
atencién en ratas de 18 meses tratadas con D-serina

Se hizo el mismo analisis de correlaciones para los grupos de ratas de 18
meses de edad que fueron tratados con D-serina o que Unicamente se les
administro agua, los resultados de estos se muestran en la figura 11. Las ratas
tratadas con D-serina (30 mg/kg y 300 mg/kg de peso), mostraron coeficientes de
correlacion inferiores a sus homologas de 18 meses (Fig. 11 A). En las ratas a las
gue Unicamente se les administro agua no se observd ninguna tendencia. Al

comparar la actividad locomotora con el desempefio en atencidon vimos un
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comportamiento distinto que el encontrado en flexibilidad cognitiva, en las ratas con

30 mg de D-serina no se observd ninguna tendencia (Fig. 11 B), sin embargo, en

las ratas con una dosis de 300 mg, se observé una correlacion significativa negativa,

entre el nUmero de aciertos y la distancia total recorrida (Fig. 11 D), es decir, entre

mas actividad locomotora tenian, mayor era su atencion (Fig. 11 F).
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18 meses + agua sin D-serina
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Figura 11. Correlaciones entre el desempefio en actividad locomotora y en las pruebas cognitivas de flexibilidad
cognitiva y atencién, en ratas de 18 meses tratadas con D-serina o Unicamente agua.

Resulta interesante al analizar el comportamiento de las ratas de 6, 12 y 18
meses de edad el cual es similar al relacionar su actividad locomotora espontanea,
con su desempefio en la evaluacion de flexibilidad cognitiva, presentando una
tendencia positiva. Probablemente, ya desde los seis meses va habiendo una
afectacion de esta funcion, ya que, las ratas a las que se les administré D-serina se
observé que las que recorrian una mayor distancia presentaban un mejor
desempeiio en la flexibilidad cognitiva, de igual manera este grupo de ratas fueron
las que presentaron un mejor desempefio en esta funcion. Al comparar el
desempefio de las ratas en la prueba de atencidon con la actividad locomotora
espontanea no vemos ninguna correlacién, salvo con la administraciéon de 300
mg/kg de peso de D-serina, en donde las ratas con mayor actividad locomotora son

aquellas que se desempefiaron mejor en las tareas de atencion.
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Con el presente trabajo de investigacion podemos concluir lo siguiente:

La flexibilidad cognitiva y la atencion disminuye progresivamente con
la edad, viéndose afectada en ratas desde los 12 meses de edad.

La actividad locomotora espontanea en las ratas disminuye con la
edad.

Al administrar D-serina de manera cronica, se restauran funciones
como la flexibilidad cognitiva y se presenta una mejora en el
desempefio en pruebas de atencion.

Hay una clara contribucién positiva de la reserva cognitiva sobre el
desempeiio de las funciones cognitivas, por lo que es necesario
realizar un nuevo grupo de ratas, que no hayan sido expuestas a
ningdn entrenamiento ni evaluacion previa.

La actividad locomotora espontanea de las ratas de 18 meses mejoro

al administrarles D-serina de manera crénica.

Por lo que podemos decir que hay una disminucion de las funciones

cognitivas y de la actividad locomotora con la edad, que se ve restaurada al

administrar D-serina
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Lista de abreviaturas

SNC:
GFAP:
NMDA:

NMDAR:

Mg:
LTP:
ASCT:
DAAO:

Sistema Nervioso Central.
Proteina Acido Glio Fibrilar.
N-metil-D-aspartato.
Receptor N-metil-D-aspartato.
Magnesio.

Potenciacion a Largo Plazo.

Transportador Alanina-serina-cisteina.

D-amino acido oxidasa.
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