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RESUMEN

La Trombospondina 1 (TSP-1), es una glicoproteina de matriz extracelular
involucrada en procesos indispensables del desarrollo del Sistema Nervioso
Central (SNC), como la neurogénesis, espinogénesis y sinaptogénesis. La
ausencia de TSP-1 afecta la formacién y mantenimiento de las espinas dendriticas
(EDs). Las EDs son pequeiias protuberancias que emergen de las dendritas
neuronales y se consideran el principal sitio de sinapsis excitadora en el SNC. Las
EDs son estructuras moviles y heterogéneas cuya morfologia y desarrollo son
influenciados por la propia actividad cerebral y la estimulacion ambiental, lo que
las hace estructuras importantes en la plasticidad sinaptica. Los Ambientes
Enriquecidos (AE), son un modelo conductual que favorecen la formacién de EDs,
sin embargo, los mecanismos involucrados en este proceso no se conocen
completamente. El objetivo de este trabajo fue conocer la participacion de la
TSP-1 en la formacion de EDs en ratones expuestos a AE. Ratones tipo silvestre
(WT) y ratones sin TSP-1 (KO TSP-1"), fueron expuestos a ANE y a AE durante
cinco semanas; después de ese periodo los ratones fueron sacrificados y los
cerebros procesados para el método rapido de Golgi. Nuestros resultados
muestran que en los ratones KO TSP-17 hay una disminucion significativa en el
nimero de EDs respecto a los ratones WT. Sin embargo, los ratones KO TSP-1""
expuestos a AE aumentaron el nimero de EDs, pero en menor cantidad a la
observada en los ratones WT expuestos a AE. Estos resultados sugieren que la
TSP-1 tiene un papel importante pero no exclusivo en la formacion de EDs en

modelos dependientes de experiencia, como los AE.
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l. INTRODUCCION

Las trombospondinas (TSPs) son una familia de proteinas multifuncionales que se
clasifican en dos subgrupos: el subgrupo A formado por la TSP-1y la TSP-2; vy el
subgrupo B, que incluye la TSP-3, la TSP-4 y la TSP-5 (Chen et al., 2000).

La trombospondina-1 (TSP-1), es una glicoproteina oligomérica de la matriz
extracelular con una estructura trimérica compuesta por diferentes dominios que
determinan su multifuncionalidad. La TSP-1 esta formada por un dominio Amino-
Terminal (NH3), un sitio de unién a procolageno, una secuencia repetida de tres
sitios de union a properdina, tres sitios de unién a Factor de Crecimiento Epideral
(EGF), un sitio de union a calcio, y un dominio globular Carboxilo-Terminal
(COOH) (Chen et al., 2000; Lawler, 2000).

En el Sistema Nervioso Central (SNC), la TSP-1 es sintetizada y secretada por
astrocitos (Asch et al.,, 1986; Christopherson et al., 2005) y es altamente
expresada durante las primeras etapas del desarrollo (Christopherson et al.,
2005). La TSP-1 esta involucrada en la neurogénesis (Lu y Kipnis, 2010),
crecimiento de neuritas (Osterhout et al., 1992), crecimiento axonal, arborizacion
dendritica (O’shea et al., 1991), sinaptogénesis (Christopherson et al., 2005;
Hughes et al., 2010; Adams y Lawler, 2011; Risher y Eroglu, 2012) y plasticidad
sinaptica (Céaceres et al., 2007; Risher y Eroglu, 2012), entre otros procesos.
Ademas, en ratones KO TSP-17" se observa una recuperacion deficiente del
funcionamiento motor después de una isquemia cerebral, en comparacion con los
ratones WT (Liauw et al., 2008) y una reduccién en la proliferacion y diferenciaciéon
de progenitores neuronales (Lu y Kipnis, 2010). Lo anterior sugiere que la TSP-1
podria tener un papel preponderante en los procesos de desarrollo y plasticidad
neuronal. La TSP-1 participa en la formacion y maduracion de sinapsis
(Christopherson et al., 2005; Hughes et al., 2010; Risher y Eroglu, 2012).

Los Ambientes Enriquecidos (AE), son un paradigma conductual que promueven
la plasticidad neuronal. Los AE se definen como “una combinacion de estimulos

inanimados complejos y sociales” (Van Praag et al., 2000; Laviola et al., 2008)
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que, con una ambientacion compleja y novedosa (Nithianantharajah y Hannan,
2006), inducen el ejercicio voluntario (Faherty et al., 2003) y producen cambios en
el SNC (Nithianantharajah y Hannan, 2006).

Particularmente, se ha descrito que la exposicion de roedores a AE induce la
formacion de espinas dendriticas (EDs) y la sinpatogénesis (Van Praag et al.,
2000; Faherty et al., 2003; Nithianantharajah et al., 2004). Sin embargo, los
mecanismos celulares que subyacen a este proceso no se conocen
completamente. Es probable que la TSP-1 participe en la formacién de EDs
inducidas por la exposicion a AE. El objetivo de esta tesis fue mostrar si la

formacion de EDs en ratones expuestos a AE puede ser modulada por la TSP-1.
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IIl. ANTECEDENTES
1. TROMBOSPONDINAS

Las trombospondinas (TSPs) son una gran familia de glicoproteinas oligoméricas
secretadas por plaguetas o trombocitos en respuesta a la activacion de trombina
(una enzima que participa en procesos de coagulacién) (Raugi et al., 1982; Wight
et al., 1985). Las TSPs tienen multiples sitios de accion que participan en varias
funciones biolégicas como parte de la matriz extracelular (Bornstein, 2009; Adams
y Lawler, 2011; Risher y Eroglu, 2012). Las TSPs median las interacciones célula-
célula y célula-matriz (Lawler, 1986; Adams y Lawler, 2011; Risher y Eroglu,
2012), lo que permite su participacion en diversos procesos como angiogenesis
(Chen et al., 2000; Lu y Kipnis, 2010; Adams y Lawler, 2011; Risher y Eroglu,
2012), organizacion del citoesqueleto (Chen et al., 2000; Caceres et al., 2007;
Risher y Eroglu, 2012), neurogénesis (Lu y Kipnis, 2010), proliferacion celular
(O’shea et al., 1991; Chen et al., 2000; Lu y Kipnis, 2010; Risher y Eroglu, 2012),
migracion celular (O’shea et al., 1991; Osterhout et al., 1992; Chen et al., 2000;
Risher y Eroglu, 2012), diferenciacién celular (Lu y Kipnis, 2010), crecimiento de
neuritas (Osterhout et al., 1992), crecimiento axonal y de la arborizacion dendritica
(O’shea et al., 1991), adhesion celular (O’shea et al., 1991; Caceres et al., 2007;
Lu y Kipnis, 2010; Adams y Lawler, 2011; Risher y Eroglu, 2012), sinaptogénesis
(Christopherson et al., 2005; Hughes et al., 2010; Lu y Kipnis, 2010; Adams y
Lawler, 2011; Risher y Eroglu, 2012), plasticidad sinaptica (Caceres et al., 2007), y
apoptosis (Chen et al., 2000; Lu y Kipnis, 2010; Adams y Lawler, 2011; Risher y
Eroglu, 2012).

1.1 Clasificacion de las trombospondinas

Con base a su arquitectura molecular, la familia de las TSPs se divide en dos
subgrupos. El subgrupo A, al cual pertenecen la trombospondina-1 (TSP-1) y la
trombospondina-2 (TSP-2), ambas proteinas triméricas (Chen et al., 2000; Lawler,
2000); y el subgrupo B, al cual pertenecen la trombospondina-3 (TSP-3), la
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trombospondina-4 (TSP-4) y la trombospondina-5 (TSP-5), todas proteinas

pentaméricas (Adams y Lawler, 2011).

La TSP-1 y la TSP-2 tienen el mismo conjunto de dominios estructurales. Por el
contrario, la TSP-3, la TSP-4 y la TSP-5 carecen del sitio de unidén a procolageno y
la repeticion de sitios de union a properina, pero contienen una repeticion adicional
del sitio de union a EGF(Chen et al., 2000) (Figura 1).

Frocelagence EGF COOH
Subgrupo A T —AI—
TSP-1
TSP-2 T
NH, Properdina Ca-

COOH

|

SubzrupoB

EGF
TSP-32
TSP-4
TSP-5
NH, Ca+

Figura 1. Estructura molecular de los subgrupos de trombospondinas. La figura muestra los
componentes moleculares de cada grupo de TSPs. El subgrupo A muestra una conformacién
trimérica, trombspondina-1 (TSP-1) y trombospondina-2 (TSP-2); y el subgrupo B una
conformacién  pentamérica, trombospondina-3 (TSP-3), trombospondina-4 (TSP-4) vy
trombspondina-5 (TSP-5). Las figuras muestran los principales dominios estructurales identificados
en cada subgrupo (Modificado de Eroglu et al., 2009).

1.2 Latrombospondina-1

La TSP-1 es codificada por el gen THBS1 (Adams y Lawler, 2011); fue el primer
integrante de la familia de las TSPs identificado. La TSP-1 es el mayor
componente de las plaquetas en sangre humana (Lawler, 2000) y fue la primera

TSP aislada de las plaquetas estimuladas previamente con trombina.
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La TSP-1 esta formada por 1) un dominio Amino-Terminal (NH>), el cual participa
en la adhesioén, extension, proliferacion y migracion celular; 2) un sitio de union a
procolageno que funciona como subunidad de ensamble para la inhibicién de
angiogénesis; 3) una secuencia repetida de tres sitios de union a properdina (sitio
de repeticion tipo 1), que facilita la adhesion celular, el crecimiento de neuritas,
inhibe la proliferacion y angiogenesis, y favorece la apoptosis; 4) una secuencia
repetida de tres sitios de unién a Factores de Crecimiento Epideral (EGF) (sitio de
repeticion tipo 1), que favorecen el crecimiento celular; 5) un sitio de union a calcio
(sitio de repeticion tipo 1ll), que favorece la union celular por medio de los canales
de Ca®"; y 6) un dominio globular Carboxilo-Terminal (COOH), que participa en la
migracion y adhesion celular (Chen et al., 2000; Lawler, 2000) (Figura 2).

Unibn a procolageno Uniéna EGF COOH Terminal
Funcién. Inhibicion Funcion. Funcion. Adhesion
de la angiogénesis Crecimiento celular y migracion celular

TSP-1

Union a properdina

Funcion: adhesion  celular, B
NH,, Terminal crecimiento de  neuritas, Uruo.na Ca** ]
Funcién:  Adhesion, inhibicion de la Funcién. Adh?smn
extension, migracion proliferacion, inhibicion de celulara traves deﬁ
v proliferacién celular la angiogénesis e induccién los canales de Ca-*

de la apoptosis

Figura 2. Estructura y dominios de la trombospondina-1. La figura muestra los dominios de la
TSP-1, cada dominio tiene una funcién celular diferente que depende del receptor al que se une
(Modificado de Lawler, 2000).

La multifuncionalidad biolégica de la TSP-1 esta asociada a cada uno de sus
dominios que se unen a diversos tipos de receptores (Tabla 1). Entre los
receptores identificados para la TSP-1 se encuentran: 1) receptores a integrinas,
involucradas en la proliferacion, migracion y adhesion celular, asi como en la
funcién y arquitectura sinaptica; 2) proteinas asociadas a integrinas (IAP) o
receptor CD47 (del inglés Cluster of Differentiation 47), involucrado en el
desarrollo de neuritas, adhesion y migracion celular y apoptosis; 3) receptor CD36

(del inglés Cluster of Differentiation 36), involucrado en la apoptosis; 4) receptor a
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lipoproteina de baja densidad (LRP), la cual media el catabolismo de la TSP-1; 5)

proteina Neuroligina que favorece la sinaptogénesis y 6) proteina Heparina que

interviene en el reconocimiento y adhesion celular (Chen et al., 2000; Lawler,

2000; Xu et al., 2010; Risher y Eroglu, 2012) (Tabla 1).

Tabla 1. Principales receptores de la trombospondina-1. (Modificado de Risher y Eroglu, 2012).

Dominio de la TSP-1

Receptor

Funcién

NH,

Repeticién Tipo |
Repeticién Tipo I

Repeticion Tipolll

COOH

Integrina

Neuroligina

Heparina

Lipoproteina de baja densidad
(LRP)

CD36
a20-1

Integrina

Proteinas asociadas a integrinas
(IAP) o CD47

Proliferacion, migracion y
adhesion celular, funcién y

arquitectura sinaptica
Sinaptogénesis

Reconocimiento y adhesion

celular

Desconocida

Apoptosis
Sinaptogénesis

Proliferacion, migracion y
adhesioén celular, funcion y

arquitectura sinaptica

Crecimiento de neuritas,
apoptosis, adhesion y

migracion celular

La TSP-1 se encuentra presente en todo el cuerpo humano y, del mismo modo,

sus receptores. Por ejemplo: la migracion de células del musculo liso esta

mediada a través del receptor CD47 y, por esta misma via es inhibida (Lawler,
2000). Se ha corroborado que la TSP-1 activa el Factor de Crecimiento

Transformante-B (TGFB), producido por macréfagos alveolares de rata en
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respuesta a una lesion producida, formando el complejo TSP-1-TGFf3, a traves del
receptor CD36 (Lawler, 2000). EI TGFB es activado por la TSP-1 y patrticipa en la
estabilidad del citoesqueleto (Lawler, 2000) y la movilizaciébn de la maquinaria
sinaptica (Risher y Eroglu, 2012).

Los receptores de TSP-1 mas sobresalientes son las integrinas. La integrina a3
es expresada en diferentes tipos de células, media la adhesion celular de la TSP-1
y diversas vias de sefializacion (DeFreitas et al., 1995), la integrina a31 media el
crecimiento de neuritas (DeFreitas et al., 1995) y participa en la respuesta
inflamatoria (Chen et al., 2000).

La influencia de los dominios de la TSP-1 sobre las transduccion de sefales
depende del nivel y patron de expresion del receptor, del estado activo de los
receptores y de la respuesta intracelular asociada a cada receptor. A través de
estas interacciones, se desencadenan diversas respuestas celulares (Okabe,
2009).

1.3 Funciones de latrombospondina-1

Como mencionamos anteriormente la TSP-1 tiene diversas funciones debido a sus

diferentes dominios que permiten su unién a diversos tipos de receptores.

Una de las funciones mas sobresalientes la TSP-1 es su participacion como
inhibidor de la angiogénesis, inhibiendo los procesos de inflamacion celular
(L6pez-Dee et al., 2011; Lopez-Dee et al.,, 2012), reduciendo el crecimiento de
tumores cancerigenos y evitando la metastasis (Tucker, 2004). En modelos de
cancer de piel, la administracién de TSP-1 inhibe el crecimiento de carcinomas y

muestra mayor eficacia que la radioterapia (Lawler, 2000).

En ratones carentes de TSP-1 (KO TSP-17), se observan enfermedades
inflamatorias como neumania aguda, pancreatitis y complicaciones de colitis
aguda (hemorragias) cuando ésta es inducida (L6pez-Dee et al., 2011). La
presencia de TSP-1 disminuye los sintomas clinicos de la colitis a través de los

tres dominios de union a properdina (Lopez-Dee et al., 2012). La TSP-1 ha sido
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participe en procesos de sefializacion al disminuir la inflamaciéon celular después
de una lesion en el tejido. Por otro lado, la TSP-1 influye en el funcionamiento
cardiovascular controlando la presién sanguinea y el pulso sanguineo a través de
la sintesis de Oxido Nitrico (NO), por medio de receptores CD47 y CD36 (Roberts
et al., 2012).

En un modelo de osteoartitris en ratones, se demostro el efecto terapéutico de la
TSP-1 al dismunuir la inflamacién celular, disminuir la densidad de las células
vasculares e inhibir la filtracibn de macrofagos reduciendo la severidad de la

osteoartitris (Jeng-Long et al., 2010).

En relacion con las células endoteliales, la TSP-1 es activadora de la apoptosis y
promueve la angiogenesis (Adams y Lawler, 2011; Lépez-Dee et al.,, 2012).
También promueve la adhesion, proliferacion y migracion de las células de
musculo liso y osteoblastos (Adams y Lawler, 2011). Ademas, se ha observado
que la TSP-1 se encuentra involucrada en procesos de organizaciéon del
citoesqueleto en mioblastos (Chen et al.,, 2000) y puede regular las vias de

sefalizacion dependientes de NO (Adams y Lawler, 2011).
1.4 Latrombospondina-1 en el Sistema Nervioso Central

La TSP-1 es expresada por una amplia variedad de células, sin embargo, en el
SNC la TSP-1 es sintetizada y secretada exclusivamente por los astrocitos (Asch
et al., 1986; Christopherson et al., 2005).

La sintesis y secrecion de TSP-1 se da principalmente durante las primeras etapas
del desarrollo, favoreciendo la formacion de conexiones neuronales a traves del
crecimienton axonal y dendritico (O’shea et al., 1991), asi como la formacién de
sinapsis (Eroglu et al., 2009). Barker y colaboradores (2008), demostraron que en
cultivos con astrocitos la actividad sinaptogénica es espontanea en neuronas de

rata de edades muy tempranas (5 dias postnatales).

Por otro lado, Cawford y colaboradores (2012), demostraron la necesaria

participacion de la TSP-1 como moduladora pre-sindptica de neuronas
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hipocampales. Otro estudio demostr6 que en corteza cerebral y coliculos
superiores se observd un incremento de TSP-1 durante el periodo de intensa
sinaptogénesis en etapas postnatales en ratas (Yu et al., 2008; Christopherson et
al., 2005).

Hughes y colaboradores (2010) demostraron que la incubacion de TSP-1 en
neuronas hipocampales producen un incremento en la sinaptogénesis
glutamatérgica, ademas de una mejoria en la arborizacién y alargamiento axonal
de neuronas, mientras que los cultivos sin TSP-1 presentaron un incremento en la
sinaptogénesis GABAérgica que se adjudica a otros mecanismos; sugiriendo la

presencia de la TSP-1 en la formacion y mantenimiento de sinapsis excitadoras.

Eroglu y colaboradores (2009) demostraron la participacion de la TSP-1 en la
formacion de sinapsis a través de las interacciones entre los dominios de union a
EGF vy el receptor a26-1, un receptor a gabapentina. Esta interaccion inicia y
mantiene la sinaptogenésis en el SNC (Eroglu et al., 2009). Ademas, altos niveles
de gabapentina, que funciona como un antagonista de la TSP, disminuye
significativamente la formacion de sinapsis en ratones tipo silvestre (WT) y afecta
severamente la plasticidad de corteza somatosensorial y la ejecucion de pruebas
dependientes de experiencia (Eroglu et al., 2009). La participaciéon del dominio
EGF-like de la TSP-1 habia sido previamente sugerida por Oyasu y colaboradores
(2000), quienes refieren la participacion de la TSP-1, a través de la proteina
NELL2 (que contiene EGF), en el crecimiento axonal y dendritico en neuronas
hipocampales y de la corteza cerebral en ratas. En cerebros maduros, la TSP-1
participa en la proliferacion y diferenciacion de Células Progenitoras Neurales
(CPNs) (Lu y Kipnis, 2010), asi como en el mantenimiento de las sinapsis
(Pfrieger, 2002; Barker et al.,, 2008). Tales resultados sugieren que existe una
correlacion positiva entre la TSP-1 y sus efectos dependientes de plasticidad.

Por otro lado, se ha demostrado que las células gliales regulan el desarrollo de la
sinapsis a través del soporte estructural y el cambio de sefales (Pfrieger, 2002;

Eroglu, 2009). La formacion de sinapsis requiere la reorganizacion de la

Pagina | -9 -



membrana y del citoesqueleto de la célula, procesos en los que participa la TSP-1
(Chen et al., 2000; Lawler, 2000; Eroglu, 2009).

Yu y colaboradores (2008), demostraron, en co-cultivos de Células Ganglionales
de la Retina (RGCs) con Células Estromales de Médula Osea (BMSCs), que la
expresion de TSP-1 produce el crecimiento de neuritas y aumenta la expresion de
sinaptofisina, CD36, MAP-2 y TGF-B en oposicién a los cultivos carentes de
BMSCs. Ademas corroboraron que el silenciamiento de la TSP-1 inhibe el
crecimiento de neuritas de RGCs y disminuye la expresion de sinaptofisina y

receptores a TSP-1.

Existen estudios que demuestran que la TSP-1 se expresa en el cerebro de
ratones adultos en respuesta a las lesiones cerebrales. La deficiencia de TSP-1
genera déficit en la recuperacion del funcionamiento motor después de una
isquemia cerebral (Liauw et al., 2008), reduce la proliferacion y diferenciaciéon de
progenitores neuronales (Lu y Kipnis, 2010) y afecta la morfologia y densidad de
EDs y sinapsis (Garcia et al., 2010).

En el cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer se observa una
reduccion significativa de la expresion TSP-1 y una severa pérdida sinaptica que
se correlacionan con el deterioro cognitivo de los pacientes (Risher y Eroglu,
2012). En el caso de la epilepsia, una desorganizacion sinaptica se asocia con la
actividad convulsiva. El efecto de la TSP-1 en los receptores a2d-1 de
gabapentina puede tener implicaciones directas sobre el mecanismo de accion de
esta proteina en la actividad epiléptica, lo que sugiere el papel de la TSP-1 en la
remodelacion sindptica aberrante y un potencial uso terapéutico (Risher y Eroglu,
2012).

La diversidad de estudios referidos demuestra la participacion de la TSP-1 en
procesos fisioldgicos y que la modificacion de su expresion se asocia con
procesos patologicos del SNC; ademas sugieren la participacion de la TSP-1 en la

plasticidad sinaptica y en el desarrollo del SNC.
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2. ESPINAS DENDRITICAS

Las espinas dendriticas (EDs) son pequefias protuberancias que emergen de las
dendritas neuronales y se consideran el sitio primario de sinapsis excitatodora
(Figura 3). Santiago Ramén y Cajal fue el primero en describir las EDs y sugirid
que eran un elemento clave para formar y mantener las conexiones neuronales
(Ballesteros-Yafez et al., 2006; Garcia-Lopez et al., 2007; Soria y Pérez, 2011;
Levenga y Willemsen, 2012).

Las EDs se caracterizan por la presencia de una cabeza y un cuello anclado a la
dendrita (Hering y Sheng, 2001; Soria y Pérez, 2011; Levenga y Willemsen, 2012)
(Figura 3B). El cuerpo de las EDs estd compuesto principalmente de actina,
proteina que forma los microfilamentos del citoesqueleto de la ED (Okabe, 2009;
Soriay Pérez, 2011).

Cuello
/*
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o

Cabeza

‘:; j

L.,
R

Figura 3. Espinas dendriticas de dendritas apicales de Neuronas Piramidales de la Corteza
Somatosensorial (NPCS). A) Las NPCS se compone por 1) un soma triangular y 2) una dendrita
apical principal, ambos caracteristicos de este tipo de neuronas, 3) dendritas apicales, que
emergen de la dendtrita apical principal y 4) dendritas basales, que emergen del soma y son
vecinas del axén de la neurona. El axén de las neuronas piramidales es muy delgado y emerge del
soma en posicién contraria a la posicion de la dendrita apical principal. B) La imagen nos muestra
una amplificacién de un segmento de dendrita apical de NPCS con diversas EDs. Anatomicamente
la ED esta contituida por una cabezay un cuello anclado a la dendrita de la neurona.

Una ED tiene una longitud entre 0.2 pm y 2 um, un vélumen entre 0.001 um®y 1
um® y se encuentran de 1 a 10 EDs por um de dendrita (Hering y Sheng, 2001;
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Soria 'y Pérez, 2011); su tamafio y forma determinan sus propiedades fisiologicas y

afectan directamente las conexiones neuronales (Ballesteros-Yafiez et al., 2006).
2.1 Clasificacion de las espinas dendriticas

Las EDs se han clasificado de acuerdo a su morfologia en EDs inmaduras y EDs
maduras (Levenga y Willemsen, 2012). Su morfologia esta determinada por la
composicion de su citoesqueleto de actina (Hering y Sheng, 2001; Levenga y
Willemsen, 2012).

Dentro de las EDs inmaduras se encuentran los filopodios, estructuras alargadas y
delgadas sin cabeza; y las EDs delgadas (EDd), que también son estructuras
largas y delgadas pero con una pequefia cabeza. Mientras que en las EDs
maduras se encuentran las EDs regordetas (EDr), estructuras cortas sin cuello; las
EDs hongo (EDh), por la forma que le da el cuello y la cabeza; las EDs copa (EDc)
con cuello y cabeza bifurcada; y las EDs ramificadas (EDr) que nacen del mismo
cuello pero se separan (Hering y Sheng, 2001; Levenga y Willemsen, 2012)
(Figura 4).

ESFINAS ESFINAS
INMADURAS MADURAS

Filipodic Delgadas Hongo FRegordeta Ramificada Copa

Figura 4. Tipos de espinas dendriticas. Las EDs se clasifican en espinas inmaduras y espinas
maduras de acuerdo a su morfologia. Las EDs inmaduras incluyen espinas tipo filipodeos vy
delgadas, las EDs maduras agrupan EDs con forma de hongo, regordeta, ramificada y copa
(Modificado de Levenga y Willemsen, 2012).

Las EDs muestran una distribucién en forma hélicoidal para evitar que las EDs de

una misma dendrita, hagan sinapsis con una Unica dendrita 0 un mismo axon
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(Yuste, 2011), garantizando el numero de conexiones con diferentes neuronas
(Figura 5).

Figura 5. Distribucién de las espinas dendriticas. La distribucién helicoidal de las EDs favorece
las multiples conexiones neuronales. Del lado izquierdo se observa una matriz lineal de EDs
(circulos) en una dendrita nuronal. Del lado derecho se observa la representacién de un patrén
helicoideal de EDs a lo largo de una dendrita (Modificado de Yuste, 2011).

2.2 Formacion de las espinas dendriticas

El desarrollo de las EDs es un proceso secuencial en el que la generacion,
mantenimiento y retraccion de las EDs son el resultado de las interacciones
intrinsecas entre los programas genéticos y moduladores externos como
neurotransmisores, factores tréficos, receptores glutamatérgicos, etc. (Hering y
Sheng, 2001).

La formacion de las EDs depende de diferentes mecanismos, por ejemplo: 1) a
través de los receptores N-methyl-D-aspartato (NMDA), las corrientes de Ca**
activan proteinas que participan en el control del citoesqueleto (Chen et al., 2011),
como la debrina A, CaMKIIB (Ca*/Calmodulina Proteina Kinasa Il B) y actina
(Okabe, 2009; Soria y Pérez, 2011); 2) por medio de integrinas, proteinas de
matriz extra-celular que fungen como receptores mediadores en la formacion de
nuevos filipodios y el crecimiento de la ED a través de la reorganizacion de actina
dependiente de receptores NMDA (Shi y Ethell, 2006); 3) por medio del receptor
EphB a ephirina que participa principalmente en la formacion de la cabeza de la
ED; 4) a través de las GTPasas como RhoA, Cdc42, Rac y Rndl, enzimas que
regulan y organizan el citoesqueleto de actina (Okabe, 2009; Soria y Pérez, 2011);

y 5) por medio de astrocitos, que pueden contribuir a la formacién, estabilizacion y

Pagina | - 13 -



maduracion de las EDs, a través del contacto fisico con las neuronas (Haber et al.,
2006; Nishida y Okabe, 2007).

Recientemente se ha demostrado que la TSP-1 sintetizada y secretada por los
astrocitos es capaz de modular el desarrollo y el mantenimiento de las EDs
(Garcia et al., 2010). La TSP-1 puede alterar la organizacion del citoesqueleto a
través de la muskelina, una proteina intracelular que favorece la movilidad del

citoesqueleto de actina (Risher y Eroglu, 2012).

La formacion de EDs es un proceso temporal de maduracion (Garcia-Lopez et al.,
2007), se ha demostrado que los filipodios son precursores de las EDs maduras,
funcionan como sustitutos temporales para establecer contacto sinaptico con el
axon mientras maduran y en su lugar aparecen EDs maduras (Ziv y Smith, 1996)

donde podrian estar involucrados todos los eventos mencionados.
2.3 Funcién de las espinas dendriticas

Las EDs son ideales para establecer y regular la fuerza sinaptica, transmitir
mensajes electrobioquimicos y mejorar la plasticidad de circuitos neuronales a

través de los cuales integran informacion (Yuste, 2011).

Los componentes que poseen las EDs permiten la transmision del impulso
nervioso, incluyen el citoesqueleto de actina y proteinas de densidad post-
sinaptica (PSD) como el PSD-95, la neuroligina y la SynGap (Proteina de
activacion sinaptica Ras-GTPasa), las cuales se encuentra en la parte superior de
la cabeza de la ED frente a la zona presinaptica y funcionan como una estructura
organizadora, moléculas de adhesion, canales iénicos y diferentes grupos de
receptores, como receptores NMDA, receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazolpropidnico) y receptores EphB (Soria y Pérez, 2011) (Figura 6).
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Figura 6. Componentes estructurales de las espinas dendriticas. El cuello y la cabeza de las
EDs estan compuestos por filamentos de actina; diversos receptores glutamatérgicos y proteinas
de densidad post-sinaptica se encunetran concentrados en la parte superior de la cabeza de la ED.
(Modificado de Fregozo y Pérez, 2011).

Las neuronas multimodales presentan una densidad de EDs mayor a la de las
neuronas unimodales; esta diferencia se atribuye al funcionamiento de cada tipo
de neurona: entrada e integracion de la informacion (Clemo y Alex-Meredith,
2012).

La densidad de EDs disminuye conforme madura el cerebro del sujeto, una vez
formados y estabilizados los circuitos neuronales, las EDs no funcionales para el
organismo desaparecen (Petanjek et al.,, 2011). Sin embargo, la estimulacién
constante puede incrementar el nUmero de EDs (Jung y Herms, 2012).

2.4 Plasticidad de las espinas dendriticas

El término “plasticidad neuronal” hace referencia a la capacidad que tiene el
sistema nervioso para organizar y reestructurar sus funciones. La plasticidad
neuronal ha sido atribuida a diferentes mecanismos entre los que destacan la
sinaptogénesis, el crecimiento axonal, la arborizacién dendritica y el incremento en

la produccion de factores de crecimiento (Liauw et al., 2008). La composicion
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estructural de las EDs, permite modificar su morfologia y en consecuencia la
actividad sindptica, de la misma manera que la actividad sinptica y la morfologia
de las EDs pueden modificar las estructuras que las componen (Yuste, 2011).

La plasticidad de las EDs es constante durante estapas tempranas del desarrollo
(He y Portera-Cailliau, 2012) y disminuye conforme avanza la edad del sujeto
(Hering y Sheng, 2001), sin embargo, no se pierde. La morfologia de las EDs
influye en su funcién. Se ha postulado que las EDs maduras se encuentran
involucradas en procesos de memoria debido a su estabilidad mientras que la
plasticidad de las EDs inmaduras favorece el aprendizaje (Garcia-Lopez et al.,
2007; Bourne y Harris, 2007).

Estudios de microscopia en tiempo real han demostrado cambios de tamafo y
forma de las EDs en el transcurso del tiempo. Bajo los efectos de la Potenciacion
a Largo Plazo (LTP, del inglés long-term potentiation) y la Depresion a Largo Plazo
(LTD, del inglés long-term depresion), las EDs modifican su morfologia y densidad
(Nagerl et al., 2004). La induccion de la LTP incrementa significativamente la
densidad de EDs y modifica su morfologia, ademas de generar un fortalecimiento
sinaptico después de una larga exposicion a LTP (Engert y Bonhoeffer, 1999;
Nagerl et al., 2004); mientras que la LTD produce la retraccién de las EDs y los

filipodios, y reduce su tamafio (Nimchinsky et al., 2002).

La plasticidad de las EDs pude verse modulada por factores y condiciones
ambientales como los Ambientes Enriquecidos (AE), en donde ratones expuestos
a este tipo de situaciones muestran un incremento en la densidad de EDs y
sinapsis (Landers et al., 2011), asi como cambios morfologicos (Jung y Herms,
2012), sin importar la edad de los organismos (Bock et al., 2013). Esto sugiere que
la estimulacion constante favorece el crecimiento de nuevas EDs y la estabilidad

de las EDs ya formadas (Fu et al., 2012).
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3. AMBIENTES ENRIQUECIDOS

Los ambientes enriquecidos (AE) se definen generalmente como “una
combinacion de estimulos inanimados complejos y sociales” (Van Praag et al.,
2000; Laviola et al., 2008). ElI primero en utilizar el término “Ambientes
Enriquecidos”, fue Donal O. Hebb en 1949 (Rosenzweig y Bennett, 1996;
Nithianantharajah y Hannan, 2006; Landers et al., 2011), como término
experimental. Tiempo después Rosenzweig y colaboradores establecieron el

término AE como un concepto cientifico (Van Praag et al., 2000).

Los AE son un modelo y/o paradigma conductual formado por una ambientacion
compleja y novedosa (Nithianantharajah y Hannan, 2006), que permite el ejercicio
voluntario (Faherty et al., 2003). Generalmente el modelo de AE es para roedores;
se conforma por una caja o jaula de exploracién de gran tamafo considerando el
namero de roedores que seran expuestos (depende del objetivo del investigador)
(Nithianantharajah y Hannan, 2006; Olsson y Dahlborn, 2002), el nimero de
roedores que se exponen a los AE funciona como enriquecimiento social al inducir
la interaccion entre iguales (Nithianantharajah y Hannan, 2006), e incluye
estimulos fisicos y sociales (Goshen et al., 2009), con el objetivo de facilitar la
estimulacibn motora, sensorial y cognitiva (Sztainberg y Chen, 2010; Jung y
Herms, 2012).

Los AE incluyen ruedas para correr, tubos de plastico que simulan tuneles
(Sztainberg y Chen, 2010) y diversos juguetes que difieren en forma, tamafo,
textura y color, un compartimento para el alimento y agua y material para

construccion de un nido (Nithianantharajah y Hannan, 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Modelo de ambientes enriquecidos. Los AE se componen por una caja de exploracion
con diversos objetos que incluye ruedas para correr, tineles y juguetes que difieren en forma,
tamafio, textura y color. (Facultad de Psicologia, UNAM, 2013).

Los cambios generados después de la exposicion a los AE son considerados
“dependientes de experiencia” refiriendo que son el resultado de la interaccion

activa entre los sujetos y el ambiente (Reynold et al., 2010).

Sin importar el tiempo de exposicion, los AE generan efectos a nivel conductual,
celular y molecular (Van Praag et al., 2000; Amaral et al., 2008), sin importar edad
y condicion del sujeto (Goshen et al., 2009), sin embargo, entre mas joven sea el
sujeto mayores seran los efectos que pueden producir los AE (Rosenzweig y
Bennett, 1996).

3.1 Efectos de los ambientes enriquecidos en el Sistema Nervioso

Central

Los efectos de los AE pueden variar dependiendo del tipo de enriquecimiento y el
tiempo de exposicion a AE, ya sea enriquecimiento ambiental o enriquecimiento
social (Greenough y Volkmar, 1973a; Greenough et al.,, 1973b; Turner y
Greenough, 1985).

A nivel celular se ha comprobado que los AE incrementan la proliferacién de

células progenitoras (Sztainberg y Chen, 2010), la neurogénesis y la gliogénesis
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(Kempermann et al., 1997). A nivel molecular los AE favorecen el incremento de
factores de crecimiento como el Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF),
Factor de Crecimiento Nervioso (NGF) y el Factor Neurotrofico Derivado de
Células Gliales (GDNF) (Van Praag et al., 2000; Nithianantharajah y Hannan,
2006) e incrementan la expresion de genes relacionados a la funcion, sefializacion
y plasticidad sinaptica, la expresion de proteinas pre y postsinapticas como la
sinaptofisina, el PSD-95 y la expresion de receptores sinapticos NMDA y AMPA
(Nithianantharajah et al., 2004; Nithianantharajah y Hannan, 2006). También los
AE pueden incrementar los niveles de neurotransmisores como la acetilcolina
(Ach) (Rosenzweig y Bennett, 1996), la serotonina (5-HT) (Laviola et al., 2008), la
noradrenalina (NA) y los opioides (Van Praag et al., 2000), incrementando el

fortalecimiento sinaptico (Jung y Herms, 2012).

Los AE actuan principalmente en la estimulacion sensorial, cognitiva y motora
favoreciendo la memoria, el aprendizaje y la ejecucion motora (Van Praag et al.,
2000). Se ha visto que el desempefio de los roedores en el laberinto de agua y
laberinto en “T” es mas eficiente cuando son expuestos previamente a AE, que
cuando no, y que el uso de la rueda para correr favorece el aprendizaje espacial
(Van Praag et al., 2000).

3.2 Efectos especificos de los ambientes enriquecidos en las espinas

dendriticas

El crecimiento de EDs en ratones jovenes y adultos, asi como la formacién y
eliminacion de EDs dependiente de experiencia ha sido confirmada recientemente
in vivo e in situ (Jung y Herms, 2012); se ha demostrado que los AE influyen de
manera sobresaliente en la densidad y morfologia de las EDs. Particularmente, se
ha observado que los AE inducen un aumento en la longitud de los arboles
dendriticos (Faherty et al., 2003) y las ramificaciones dendriticas (Greenough y
Volkmar, 1973a; Greenough et al., 1973b; Faherty et al., 2003), asi como el
incremento en el numero de EDs (Jung y Herms, 2012) y sinapsis (Turner y

Greenough, 1985). Resultados similares se han reportado en un modelo de AE
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construido en el habitat natural de los roedores. Esto sugiere un efecto benéfico de

las condiciones naturales (Landers et al., 2011).
3.3 Efecto terapéutico de los ambientes enriquecidos

Los AE contribuyen en la reorganizacion de los circuitos cerebrales (Van Praag et
al., 2000), a través del incremento de las EDs. El uso de AE puede ser una
estrategia terapéutica y preventiva para disminuir el efecto de un dafio cerebral
(Laviola et al., 2008).

Los AE han sido utilizados para revertir las lesiones neuroanatdbmicas que se
observan en diversos modelos de enfermedades neurodegenerativas (Van Praag
et al., 2000). Modelos animales de la enfermedad de Alzheimer y enfermedad de
Huntington, sometidos a AE, muestran preservacion de la memoria espacial y de
trabajo, aprendizaje espacial y reconocimiento de objetos novedosos
(Nithianantharajah y Hannan, 2006; Laviola et al.,, 2008). En estos modelos,
también se ha observado que los AE mejoran la actividad motora, incrementan la
proliferacion y maduracion neuronal (Laviola et al., 2008), aumentan los niveles de
NFG y sinaptofisina (Nithianantharajah y Hannan, 2006) y promueven la formacion

de nuevas sinapsis (Rosenzweig y Bennett, 1996).

En modelos de la enfermedad de Parkinson, los roedores sometidos a AE
muestran una reduccién del tremor, una mejora en la ejecucidbn motora y una
reduccion de la pérdida de células dopaminérgicas (Laviola et al.,, 2008;
Nithianantharajah y Hannan, 2006). En modelos de epilepsia los AE reducen la
apoptosis e incrementan la expresion del GDNF y del BDNF (Nithianantharajah y
Hannan, 2006).

Los efectos de los AE en desérdenes del neurodesarrollo no son la excepcion. En
ratones usados como modelo de sindrome de X fragil se observé un incremento
en la arborizacion dendritica, en la densidad de EDs (Nithianantharajah y Hannan,
2006), una reduccion de conductas estereotipas y un incremento en la conducta
exploratoria (Reynold et al., 2010); en modelos de sindrome de Down los AE

inducen un incremento en la arborizacién dendritica y la densidad de EDs
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(Dierssen et al.,, 2003), ademas de una mejora en las tareas de memoria y
aprendizaje espacial (Reynold et al., 2010), mientras que en modelos del sindrome
de Rett se observa una mejora en el desempefio motor (Reynold et al., 2010).

En modelos de autismo con ratas expuestas a acido valproico (VPA, por sus siglas
en inglés), que fueron sometidas a AE, se observo una significativa reduccion en
hipersensibilidad, locomocién, conductas estereotipadas, latencia de exploracion,

ansiedad y socializacién (Reynolds et al., 2010).

Por otro lado, en ratas sometidas a estrés y posteriormente expuestas a AE se
observd un incremento el nimero de receptores a glucocorticoides en hipocampo,
reduciendo los niveles de estrés en comparacion con ratas control (Rosenzweig y
Bennett, 1996).

El estrés producido por separacion materna es utilizado como modelo de
depresion, en este modelo, los AE reducen los signos de depresion incrementando

los niveles de serotonina y sus receptores (Laviola et al., 2008).

Dentro de los diversos beneficios de los AE esta su papel protector al reducir la
apoptosis, facilitar la recuperacion cerebral después de una lesion y reducir la
probabilidad de morir después de sufrir algan trauma o enfermedad
cerebrovascular entre un 10% y 55% (Van Praag et al., 2000). En roedores a los
que se les produce dafio cerebro-vascular o un traumatismo craneoencefalico, los
AE favorecen la proliferacion neuronal, el incremento del BNDF y NFG
(Nithianantharajah y Hannan, 2006), un incremento en la arborizacion dendritica y

la recuperacion funcional (Petrosini et al., 2009).

Estos estudios sugieren que los AE tienen un papel importante en procesos
asociados a la plasticidad neuronal en condiciones fisiologicas y patoldgicas.
Ademas su uso proporciona la creaciéon y desarrollo de nuevas soluciones
farmacolbégicas y no farmacoldgicas para lograr sanar estos padecimientos
(Laviola et al., 2008).
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3.4 Aplicacion de los ambientes enriquecidos en el ser humano

La estimulacion sensorial, motora y cognitiva de humanos se ha usado como
técnica terapéutica para mejorar el desarrollo cognitivo y psicomotor de las
personas. También es usada como método de rehabilitacion para personas con
alguna deficiencia cognitiva y/o fisica adquiridas durante etapas tempranas o
tardias del desarrollo (Garcia-Navarro, 2000; Prats-Vifias, 2007), incluso debido a

traumatismos (Jones et al., 2009).

El modelo de AE ha servido como sustento cientifico y experimental para la
creacion de la llamada ‘“estimulacion temprana” (Prats-Vifias, 2007),
intervenciones neuropsicolégicas (Santos y Bausela, 2005) y el “tratamiento de
integracion sensorial” (Reynolds et al., 2010). Estos tres métodos buscan estimular
al cerebro y mejorar el desempefio cognitivo y conductual del ser humano (Figura
8).

Figura 8. Ambientes enriquecidos para humanos. La estimulacién temprana se basa en el
modelo de ambientes enriquecidos. En la figura A) se observa el modelo original de AE para
roedores, en la figura B) se observa la adaptacion a la estimulacion temprana.
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La estimulacidon temprana consiste en un conjunto de técnicas con el objetivo de
estimular el neurodesarrollo y potencializar la habilidades fisicas y cognitivas
(Prats-Vifas, 2007), asi como corregir anormalidades o retrasos en el desarrollo
por ejemplo la paralisis cerebral (Garcia-Navarro et al., 2000). La estimulacion

temprana es idonea para nifios de edades entre 0 y 5 afios (Prats-Vifas, 2007).

La intervencidn neuropsicolégica busca mejorar, incrementar o recuperar las
habilidades cognitivas, fisicas y conductuales de aquellos sujetos que hayan
sufrido una lesién cerebral, o simplemente puede ser utilizada para potencializar el

funcionamiento de los individuos en la vida cotidiana (Santos y Bausela, 2005).

Con el tratamiento de integracion sensorial, el sujeto tiene la oportunidad de
interactuar con un ambiente complejo y novedoso que permite la estimulacion

sensorial y motora guiada por un terapeuta (Reynolds et al., 2010) (Tabla 2).

Es importante conocer de qué manera la estimulacion ambiental influye en
procesos intrinsecos del SNC, asi como descifrar los componentes celulares y
moleculares que regulan la actividad cerebral. Ademas de proveer conocimiento
necesario para desarrollar nuevas soluciones que permitan mejorar la calidad de

vida de quienes lo requieran.
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Tabla 2. Comparacion entre caracteristicas de los ambientes enriquecidos y el tratamiento
de integracion sensorial (Modificado y traducido de Reynolds et al., 2010).

Caracteristicas

Ambientes enriquecidos

Tratamiento de integracion

sensorial

Estructura

Experiencias

sensoriales

Novedades

Cambios

Actividad

Socializacion

Espacio adecuado equipado con

objetos multisensoriales

Una caja grande equipada con
una rueda para correr, taneles,

rampas, pelotas.

Cambios de lugar y posicion

controlados por el investigador.

La complejidad del ambiente

favorece la integracién sensorial.

Los animales deben interactuar
activamente con los objetos del

ambiente.

Para favorecer la interacciéon
social deben ser expuestos varios
animales al mismo tiempo en el

mismo ambiente.

Espacio adecuado equipado con
elementos multisensoriales y la guia
de un terapeuta profesionalmente

preparado.

Lugar espacioso equipado con

columpios, rampas, tlneles, pelotas

Disponibilidad de diferentes
materiales, creatividad del terapeuta, y
adaptacion del espacio dependiendo

de la necesidad del sujeto.

El terapeuta debe dirigir al sujeto y
aumentar la complejidad de la

estimulacion.

El sujeto y el terapeuta trabajan en
conjunto en la planificacién y ejecucién

de las actividades.

La Unica interaccion social necesaria
es entre el sujeto y el terapeuta,
aunque puede haber mas sujetos pero

no es necesario.
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II. JUSTIFICACION

Dentro de la Psicologia existen diferentes alternativas para intervenir en las
alteraciones del sistema nervioso, sobre todo en trastornos del neurodesarrollo, o
simplemente para potencializar capacidades. Comunmente se recurre a
aproximaciones neuropsicolégicas, terapias conductuales y ocupacionales que
buscan mejorar el desempefio cognitivo y conductual, asi como mejorias en el

ambito personal y social.

El uso de AE en roedores nos permite establecer una analogia del trabajo que se
realiza con humanos cuando son sometidos a procesos como la estimulacién

temprana o tratamiento de integracion sensorial.

La estimulacién ambiental favorece el desempefio motor y cognitivo en humanos y
roedores, sin embargo, los mecanismos celulares por los cuales se produce este

efecto no se conocen totalmente.

Aunque la formacion de EDs podria explicar la mejoria de estos procesos, las
seflales y mecanismos celulares involucrados son desconocidas, por lo que el
objetivo de este trabajo es conocer si el desarrollo de las EDs que se observa
cuando los ratones son expuestos a los AE es dependiente de TSP-1, proteina

involucrada en la sinaptogénesis y espinogénesis.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Qué papel desempeiia la TSP-1 en la formaciéon de espinas dendriticas en

funcion de la exposicion a AE?

V. HIPOTESIS

La ausencia de TSP-1 ocasiona alteraciones en el numero y morfologia de las
espinas dendriticas que pueden revertirse por la exposicion a Ambientes
Enriquecidos.

VI. OBJETIVO
Objetivo general

Conocer la participacion de la TSP-1 en la formacion de espinas dendriticas de

ratones adultos en funcién de la exposicion previa a ambientes enriquecidos.
Objetivos especificos

1) Determinar si la ausencia de TSP-1 produce alteraciones en el nimero y la
morfologia de las espinas dendriticas de neuronas piramidales de la corteza

somatosensorial.

2) Determinar, a apartir de su morfologia, el tipo de espinas dendriticas de
neuronas piramidales de la corteza somatosensorial que presenta mayores

cambios en los ratones KO TSP-1"".

3) Determinar si la exposicion a ambientes enriquecidos revierte los cambios en
el nimero y la morfologia de espinas dendriticas de neuronas piramidales

de la corteza somatosensorial en ratones KO TSP-1"".
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VIl. METODOLOGIA
1. Sujetos

Durante este trabajo se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6J, tipo
silvestre (WT) y ratones carentes de TSP-1 (KO TSP-17). Los ratones fueron
separados al destete para mantenerlos en fase de “adecuacion ambiental”.
Durante una semana todos los ratones se mantuvieron en cajas de acrilico
transparente de 30cm x 19cm x 12.5cm, sobre una capa de aserrin, con alimento
en pellets y agua ad libitum. Durante todo el desarrollo experimental se
mantuvieron a una temperatura de 20 £ 2 °C, con un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas (7:00 am — 7:00 pm).

El mantenimiento, cuidado y manejo de los ratones siguié los protocolos
aprobados por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999.

2.Condiciones experimentales
De manera aleatoria se formaron cuatro grupos experimentales:

1) Ratones WT (n=4) expuestos a Ambientes No Enriquecidos (ANE)

2) Ratones WT (n=4) expuestos a Ambientes Enriquecidos (AE)

3) Ratones KO TSP-1"" (n=4) expuestos a Ambientes No Enriquecidos (ANE)
4) Ratones KO TSP-1" (n=4) expuestos a Ambientes Enriquecidos (AE)

El tamafio de la muestra (n=4) fue pequefio debido a las caracteristcas propias de
la cepa transgénica KO TSP-1"" con la que se trabajd, es decir, el precio de los
ratones, los costos y el tiempo de envié de los ratones, su dificil reproduccion, el
tamafo de las camadas y el numero de crias que sobrevivian dificultaron la
posibilidad de contar con un muestreo de mayor tamafio. Lo anterior fue
compenzado incrementando el niumero de mediciones por sujeto (108, ver andlisis

estadistico).

Todas las condiciones experimentales se mantuvieron por 5 semanas a partir del

dia postnatal 28 y hasta el dia 62. Los grupos de ANE se formaron por 2 parejas
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de ratones WT y 2 parejas ratones KO TSP-17, las cuales fueron colocadas en
cajas de acrilico transparente de 30cm x 19cm x 12.5cm sobre una capa de
aserrin (Figura 9A).

Los grupos en AE se formaron de 4 ratones WT y 4 ratones KO TSP-1". Ambos
grupos fueron hospedados en cajas de acrilico transparente de 55cm x 25cm x
15cm. Las cajas incluian una capa de aserrin y fueron equipadas con una rueda
para correr de hierro de color verde; un tubo de PVC largo simulando un tdnel, otro
de tamafiano mediano y otro mas pequefio con solo una entrada, todos de color
blanco; pelotas pequefias de plastico de diferentes colores y algunas con un
cascabel; figuras armadas con piezas de madera de diferentes colores pintadas
con pintura vegetal; un tobogan de plastico de color amarillo y un “juguete” de
plastico de dos colores (amarillo y azul) fueron incluidos dentro de las cajas
(Figura 9B). Este modelo de AE en ratones ha sido validado previamente
(Sztainberg y Chen, 2010).

Figura 9. Condiciones experimentales para los ratones WT y KO TSP-17" expuestos a
ambientes no enriquecidos y ambientes enriquecidos. A) Exposicion a ANE. Cada pareja de
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ratones WT y KO TSP-17 permanecié en una pequefia caja de acrilico con alimento en pellets y
agua ad libitum. B) Exposicion a AE. Los ratones WT y KO TSP-1" expuestos a AE fueron
colocados en una caja de acrilico adecuada con los elementos necesarios para enriquecer el
ambiente de los roedores: 1) una rueda para correr, 2) tineles, 3) pelotas y 4) diversas figuras de
colores diferentes armadas con piezas de madera.

Los ratones permanecieron en AE durante 5 semanas. Durante este periodo los
AE fueron modificados cada tercer dia: lunes, miércoles y viernes. Los cambios
realizados fueron mas complejos conforme el paso del tiempo. La primera semana
se usaron algunas piezas de madera, pelotas, un tunel y una rueda para correr, se
cambi6 la posicion del tanel y las figura de madera (Figura 10A). La segunda
semana se incorporaron nuevos objetos, otras piezas de madera y otros tuneles,
se modificé su posicion y ubicacion (Figura 10B). Para la tercera y cuarta semana
se modificé completamente la composicion de los AE, durante la tercera semana
en la caja 1 de AE se introdujeron pelotas, un tobogan, un juguete, una rueda para
correr y tineles de diferentes tamafios fueron colocados en diversas posiciones y
ubicaciones (Figura 10C); mientras la caja 2 de AE se conformo de pelotas, una
rueda para correr y diversas figuras de madera (Figura 10D). Esta composicion de
AE se aplicdé de manera invertida durante la cuarta semana; la composicion de AE
de la quinta semana fue mas enmarafiada a través de la complejidad de las
figuras de madera, el tamafio y posicion de los tuneles, el uso de pelotas, tobogan,

juguete y rueda para correr (Figura 10E).

Al término del periodo experimental, los ratones de todos los grupos fueron
sacrificados y los cerebros fueron extraidos y procesados por el método rapido de

Golgi.
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Figura 10. Exposicion a ambientes enriquecidos. Modificacion a lo largo de 5 semanas de
exposicién a AE. La figura A) ilustra la primera semana de AE, la figura B) ilustra la segunda
semana de AE, las figuras C) ilustra la tercera semana de AE, la figura D) ilustra la cuarta semana
de AE y la figura E) ilustra la quinta semana de AE.

3.Tincién de Golgi

El analisis de las EDs en los cerebros de ratén se realiz6 a través del método
rapido de Golgi (Valverde, 1970; Avila-Costa et al., 1999), bajo el siguiente
protocolo.

3.1Perfusiones

Después de que los ratones permanecieron 5 semanas en condiciones
experimentales, los animales fueron anestesiados con una sobredosis (>80 mg/kg,
i.p.) de pentobarbital sodico (Pet's Pharma, USA); posteriormente fueron

perfundidos via cardiaca con solucion salina 0.9% vy fijjados con PFA/PBS 4%
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(Paraformaldehido 4% con un Buffer de Fosfato 0.1M, (pH 7.4) (Sigma). Los
cerebros fueron removidos y fijados nuevamente con PFA/PBS 4% por 12 horas

para ser procesados por el método rapido de Golgi.
3.2Método rapido de Golgi

Después de la fijacion en PFA/PBS 4% los cerebros fueron cortados para trabajar
con corteza somatosensorial (1.70 mm anterior a -2.0 mm posterior, area de
Bregma) (Paxinos, 2004). Cada trozo de cerebro fue procesado con el método
rapido de Golgi (Valverde, 1970; Avila-Costa et al., 1999), de los cuales se
obtuvieron rebanadas coronales de 90 um. El método rapido de Golgi se realizé de

la siguiente manera:

De acuerdo a su condicion experimental los tejidos fueron puestos en solucién de
Osmio (Tetraoxido de Osmio 0.3% y Dicromato de Potasio 3%) (Electron
Microscopy Sciences) durante 6 dias, seguidos de una inmersion en Nitrato de
Plata 0.75% (Electron Microscopy Sciences) por 24 horas. Después de este
periodo, rebanadas coronales de 90 um fueron procesadas para ser reveladas de
la tincidn, sumergidas en alcohol absoluto (J. T. Baker, México) por 10 minutos (2
veces), seguido de esencia de clavo (Cosmopolitan, México), durante 10 minutos y
posteriormente en Xilol (Hycel, México) por 10 minutos. Después de este proceso
los cortes fueron montados en portaobjetos (aproximadamente 9 cortes por
portaobjeto) y cubiertos con Entellan (Merck Millipore, USA) se fijo el cubreobjetos.
Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente aproximadamente durante
5 dias.

3.3Anélisis de espinas dendriticas

El analisis cuantitativo y morfologico de las EDs se realiz0 a través de diversas
imagenes de cerebros teflidos con tincion de Golgi que fueron capturadas con una
camara digital (Euromex microscopes, Holanda) y un microscopio 6ptico (US
MICROS 1V, Holanda). Las imagenes capturadas fueron procesadas en el
programa ImagenFocus v3.0, se analizaron 4 cerebros de ratdn por grupo y 27

neuronas por cerebro; solamente las neuronas que mostrarén una impregnacion
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completa del arbol dendritico y que estuvieron relativamente aisladas de neuronas

vecinas fueron seleccionadas para el analisis cuantitativo.

El analisis de las EDs se realizd6 en la dendrita apical secundaria y terciaria de
neuronas piramidales de la capa lll y V de la corteza somatosensorial. El nimero
de EDs fue cuantificado manualmente y el analisis morfoldégico se baso en la
clasificacion propuesta por Hering y Sheng (2001). Los datos fueron normalizados

en segmentos de 10 um de largo de dendrita.
4.Analisis estadistico

Ratones WT y ratones KO TSP-1" fueron expuestos a ANE y a AE. Se formaron 4
grupos experimentales, cada grupo experimental fue constituido por 4 ratones. Se
seleccionaron 9 cortes de cerebro por ratdn, y se analizarobn 3 neuronas
piramidales de corteza somatosensorial (capas Ill y V) por corte. Ciento ocho
neuronas piramidales de la corteza somatosensorial conformaron la n de cada

grupo experimental para el analisis estadistico.

Para el andlisis etadistico se utilizo el Software IBM SPSS Statistics 20 y
STATISTICA 12. Se realizaron ANOVAs de dos vias con el objetivo de comparar
entre los cuatro grupos el numero total de EDs y el niumero de EDs por tipo de
morfologia. Los andlisis Post Hoc se realizaron con la prueba de Tukey HDS. El
software G*POWER 3.0.1.0 demostré que la prueba estadistica elegida tuvo poder
estadistico signficativo (0.95). La distribucion normal de los datos se corrobor6 con
la prueba de Kolmogorov-Smirnov (0.12) y la prueba de Levene aseguré la
homogeneidad de varianza (0.67). Los resultados fueron expresados en media +

error estandar, y la significancia se aseguro con p < 0.05.
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VIIl. RESULTADOS
1. Exposicion a ambientes no enriquecidos y a ambientes enriquecidos

Observaciones no cuantificadas permitieron identificar que los ratones KO TSP-1""
muestran menos actividad cuando son expuestos a AE en comparacion con los
ratones WT. Diferencias que no son perceptibles cuando ambos ratones son
expuestos a ANE.

b

Figura 11. Ratones WT y ratones KO TSP-17 expuestos a ambientes enriquecidos. En la
figura se puede observar las diferencias entre ambos grupos de roedores, todos los ratones tienen
la misma edad y llevan 2 semanas de exposicién a AE. Los ratones WT se muestran mas activos
después de haber modificado los AE, por el contrario, los ratones KO TSP-1" no muestran
actividad y se refugian en las esquinas de la caja de AE. Las flechas indican la posicién de los
ratones.

2. La ausencia de trombospondina-1 produce alteraciones en la
morfologia de las espinas dendriticas

Un analisis cualitativo de la impregnacién argéntica en cerebros de ratones WT y
KO TSP-1"7 expuestos a ANE fue realizado previamente. Los resultados muestran
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una excelente impregnacion en los cuerpos y procesos celulares, incluyendo las
EDs (Figura 12A). Como se muestra en la figura 12B el cuerpo celular de las
Neuronas Piramidales de la Corteza Somatosensorial (NPCSs), de ratones WT
mostré un soma triangular bien definido, asi como las dendritas basales y apicales
cubiertas por EDs. Las NPCSs de los ratones KO TSP-17 también muestran un
soma triangular bien preservado, sin embargo, las dendritas tienden a ser mas
delgadas que las de los ratones WT (Figura 12C). Una magnificacion de las
dendritas muestra menor niimero de EDs en ratones KO TSP-1". Estos resultados

muestran que la ausencia de TSP-1 altera la morfologia de las neuronas y EDs.

Figura 12. Neuronas Piramidales de la Corteza Somatosensorial tefiidas por el método
rapido de Golgi. A) Fotografia representativa de corteza somatosensorial a 10X. Escala de la
barra 100 um. B) Las NPCSs de ratones WT muestran un axon caracteristico en la parte inferior
del soma de la neurona, dendritas basales aledafias al axon que emergen del soma y dendrita
apicales que brotan de la dendrita apical principal. Imagen 40X. Escala de la barra 10 um C) En las
NPCSs de ratones KO TSP-1"" se observan los mismos elemento. Imagen 40X. Escala de la barra
10 pm.

2.1 El nimero de espinas dendriticas es afectado en ratones KO TSP-1"

Dado que la morfologia general de la neurona se ve afectada en ratones
KO TSP-1"" expuestos a ANE, en este trabajo investigamos con mayor detalle el
grado de alteracion que se observa en las EDs. Nuestros resultados muestran una
disminucién en el nimero de EDs en ratones KO TSP-17" comparado con los
ratones WT (Figura 13).

El ANOVA de dos vias demostré que tanto el tipo de raton (F(,428=223.07,
p=0.0001, MS=680.01, P=1.00) como el tipo de ambiente (F1,28=393.65,
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p=0.0001, MS=1200.00, P=1.00) producen un efecto significativo sobre el nimero
total de EDs, asi como la interaccion entre ambos factores (F s 428=8.53,
p=0.0001, MS=26.01, P=1.00).

El analisis estadistico demostré que los ratones WT expuestos a ANE tienen en
promedio 6.21 + 0.16 EDs; mientras que los ratones KO TSP-1"" expuestos a ANE
muestran un promedio de 4.19 + 0.16 EDs. El analisis estadistico muestra que
esta diferencia es estadisticamente significativa (F426=208.42, p=0.0001,
MS=635.34, HDS=0.000008, P=1.00) (Figura 14).

2.2 Los ambientes enriquecidos incrementan el numero de espinas
dendriticas en ratones KO TSP-1"

La densidad y morfologia de las EDs se ven modificado por la exposicion a los AE
(Landers et al., 2011). Nosotros expusimos ratones KO TSP-17" a AE con el fin de
determinar si el défecit de EDs observados en estos ratones es revertido. Nuestros
resultados muestran que el nimero de EDs de ratones KO TSP-1"" expuestos a
AE (7.04 % 0.16) es significativamente inferior (F426=208.42, p=0.0001,
MS=635.34, HDS=0.000008, P=1.00) al niumero de EDs observado en ratones WT
expuestos a las mismas condiciones (10.04 = 0.16) (Figura 13). Sin embargo,
tanto los ratones WT como los ratones KO TSP-1"" expuestos a AE, mostraron un
incremento estadisticamente significativo en el nimero de EDs con respecto a los
ratones expuestos a ANE (F(42=208.42, p=0.0001, MS=635.34, P=1.00)
(Figural4).
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Figura 13. Densidad y morofologia de las espinas dendriticas de ratones WT y KO TSP-1"
expuestos a ambientes no enriguecidos y a ambientes enriquecidos. La imagen muestra un
segmento representativo de 10 um de dendrita neuronal correspondientes a A) Ratones WT
expuestos a ANE, B) Ratones KO TSP-17 expuestos a ANE, C) Ratones WT expuestos a AE, D)
Ratones expuestos a Ambientes Enriquecidos. Imagen 40X. Escala de barra 5um.

El analisis estadistico demostrd6 que existen diferencias significativas
(F(3/1428)=208.42; p=0.0001; MS=635.34, HDS=0.002953, P=1.00) entre el nimero
de EDs de los ratones WT expuestos a ANE (6.21 + 0.16) y el nimero de EDs de
los ratones KO TSP.17 expuestos a AE (7.04 + 0.16) (Figura 14). El nimero de
EDs de los ratones KO TSP-1"" expuestos a AE (7.04 + 0.16), incrementé un 68%
con respecto a los ratones KO TSP-17" expuestos a ANE (4.19 + 0.16)
(F(3,428y=208.42, p=0.0001, MS=635.34, HDS=0.000008, P=1.00). Sin embargo,
este incremento no alcanzo el nimero de EDs observado en los ratones WT
expuesos a AE (10.04 = 0.16) (Figura 14).
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Figura 14. Numero total de espinas dendriticas. Los datos graficados corresponen al promedio +
error estadar, *p< 0.05 relativo al tipo de ratén: WT o KO TSP-17", ** p< 0.05 relativo al tipo de
ambiente: ANE o AE.

2.3 Las espinas dendriticas tipo hongo disminuyen en ratones KO TSP-1"

Las EDs pueden ser clasificadas de acuerdo a su morfologia en filipodios,
delgadas, regordetas, hongo, copa y ramificada (Hering y Shen, 2001; Levenga y
Willemsen, 2012).

Nosotros previamente observamos que los principales tipos de EDs localizados en
ratones WT y ratones KO TSP-1" fueron ED regordetas (EDr), ED delgadas (EDd)
y ED en forma de hongo (EDh) (Figura 15). Debido a que la morfologia y el
namero de las EDs cambia con el ambiente y la actividad sinaptica, se realiz6 un
analisis detallado de la morfologia de las EDs de ratones WT y ratones

KO TSP-1""expuestos a ANE.
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Figura 15. Morfologia de las espinas dendriticas. La imagen representa un segmento de
dendrita de un ratén WT, en ella se puede observar la morfologia de EDs que se observa en
ratones WT y ratones KO TSP-1" 1) ED delgadas (EDd) 2) ED hongo (EDh) 3) ED regordetas
(EDr). Imagén a 40X. Escala de barra 5 um.

En este trabajo se observd que en condiciones de exposicion a ANE no existen
diferencias estadisticamente significativas en el niumero de EDd entre los ratones
WT (2.03 £ 0.15) y los ratones KO TSP-17" (2.08 £ 0.15) (F(3/428)=27.60, p=0.0001,
MS=66.06, HDS=0.993572, P=1.00). Y si en el numero de EDr (WT 1.81 + 0.14;
KO TSP-17 1.28 * 0.14) (F(a426=22.53, p=0.0001, MS=46.35, HDS=0.030246,
P=1.00 ). Sin embargo, los ratones KO TSP-1"" tienen una disminucién, atin mas
significativa, de EDh respecto a los ratones WT (WT 2.20 £ 0.13; KO TSP-170.82
+ 0.13) (F(3/428)=67.66, p=0.0001, MS=119.82, HDS=0.000008, P=1.00) (Figura
16).

2.4 Los ambientes enriquecidos incrementan las espinas dendriticas en

forma de hongo en ratones KO TSP-17"

Los ratones WT expuestos a AE presentaron diferencias significativas en el
nimero de EDd (F(s28=27.60, p=0.0001, MS=66.06, HDS=0.000008, P=1.00),
EDr (F(sa28=22.53, p=0.0001, MS=46.35, HDS=0.000009, P=1.00) y EDh
(F(3/1428)=67.66, p=0.0001, MS=119.82, HDS=0.000008, P=1.00) con respecto a los
ratones WT expuestos a ANE (EDd, ANE 2.03 £0.15, AE 3.70 + 0.15; EDr, ANE
1.81 £ 0.14, AE 2.83 £ 0.14; EDh, ANE 2.20 + 0.13, AE 3.40 £ 0.13).

Al igual que los ratones WT, los ratones KO TSP-1"" expuestos a AE tuvieron un
incremento en el nimero de EDd (ANE 2.08 + 0.15, AE 2.78 + 0.15)
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estadisticamente significativo (F(3/1428)=27.60, p=0.0001, MS=66.06,
HDS=0.005377, P=1.00) (Figura 16A); asi como en el nimero de EDr (ANE 1.28
* 0.14, AE 2.20 = 0.14) (F(za28=22.53, p=0.0001, MS=46.35, HDS=0.000019,
P=1.00) (Figura 16C). De manera interesante el numero de EDh que se observo
en los ratones KO TSP-1"" expuestos a ANE casi se triplicé cuando los ratones KO
TSP-1" fueron expuestos a AE (ANE 0.82 + 0.13, AE 2.03 + 0.13), las diferencias
observadas son estadisticamente significativas (F(z29=67.66, p=0.0001,
MS=119.82, HDS=0.000008, P=1.00) (Figura 16B).

A Espinas Dendriticas delgadas B Espinas Dendriticas hongo
g 124 [ Ratones WT ‘:;T: 12+ [ Ratones WT
Fi 10- I Ratones KOTSP-1 ;_:, 10 [l Ratones KOTSP-1
—E 84 —E 81
::_:- 6 :‘:? 6
I i e
] r-1 |
2 0 T e 0
ANE

o]

Espinas Dendriticas regordetas

124 [ Ratones WT
10- B Ratones KOTSP-1

.
I em 1R

ANE AE

espinas dendriticas {10 pm)

de

No.

Figura 16. Nimero de espinas dendriticas clasificadas de acuerdo a su morfologla Las
gréficas muestran el nimero de A)EDd, B)EDh y C)EDr, de ratones WT y ratones KO TSP- 1"
condiciones de ANE y AE. Los animales expuestos a AE muestran un incremento significativo en eI
namero de los tres tipos de EDs. Los valores de las gréaficas representan el nUmero promedio de
EDs = error estandar en un segmento de 10 um de dendrita neuronal, * p< 0.05 relativo al tipo de
raton WT o KO TSP-1"

El analisis estadistico demostro que el tipo de raton (EDd F(1/426)=8.55, p=0.004,
MS=20.45, P=0.83; EDr F(128=17.86, p=0.0001, MS=36.75, P=0.99; EDh
F(1/426)=115.30, p=0.0001, MS=204.19, P=1.00) y el tipo de ambiente (EDd

Pagina | - 39 -



F/426=63.39, p=0.0001, MS=151.70, P=1.00; EDr F(1428=49.62, p=0.0001,
MS=102.08, P=1.00; EDh F/428=87.68, p=0.0001, MS=158.28, P=1.00)
produjeron efectos significativos sobre el nimero de los tres tipos de EDs. Sin
embargo, la interaccion entre ambos factores no tuvo efecto sifnificativo sobre el
numero de EDr (F428=0.11, p=0.74, MS=0.23, P=0.06) y el numero de EDh
(F(1/428y=0.001, p=0.97, MS=0.002, P=0.05). Por el contrario, la interaccion entre el
factor ratdn y el factor ambiente si tuvo efecto significativo sobre el numero de EDd
(F(1/428y=10.87, p=0.001, MS=26.01, P=0.99).
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IX. DISCUSION

La TPS-1 es una glicoproteina de matriz extracelular que participa en el desarrollo
del SNC (Risher y Eroglu, 2012) y en procesos de plasticidad neuronal (Liauw et
al., 2008); ademas, esta involucrada en la formacién y mantenimiento de las EDs y
las sinapsis (Christopherson et al., 205; Hughes et al., 2010). Los AE contribuyen
a la formacion y reorganizacion de los circuitos neuronales con el incremento de
las EDs (Jung y Herms, 2012). Sin embargo, la relacion entre TSP-1 y la
formacién de EDs dependiente de experencia, no se ha establecido.

Las observaciones no cuantificadas durante la exposicion de ratones WT y ratones
KO TSP-1" a AE, mostraron que los ratones WT tienen méas conducta activa a
diferencia de nuestro ratdn modelo, que se mostré6 menos activo. A pesar de que
los AE favorecieron la formacion de EDs en ambos tipos de raton, los ratones
KO TSP-17" exploraron Unicamente durante los primeros minutos que fueron
expuestos a los AE y por periodos cortos, después permanecieron ocultos dentro

de los tuneles o en las esquinas de la caja.

Debido al objetivo de este trabajo y a la no cuantificacion de los datos observados,
nosostros no profundizamos en el analisis conductual. Sin embargo, cambios en la
morfologia neuronal, producidas por el ambiente sin tener un efecto conductual
han sido reportados previamente (Pascual y Bustamante, 2013; Aumann et al.,
2013). Sugiriendo que no necesariamente los AE mejoran el desempefio

conductual de los ratones KO TSP-17".

La manipulacion farmacologica con agonistas colinérgicos en ratones puede
alterar la actividad exploratoria e inducir conductas relacionadas con la ansiedad
(Mesa-Gresa et al., 2014). Los agonistas colinérgicos, como el carbacol producen
cambios en la secrecion de TSP-1 (Moore et al., 2009). Los ratones deficientes de
TSP-1 tienen una alta sensibilidad al carbacol, que influye directamente en la
expresion de diversos receptores a citocinas (Contreras-Ruiz et al., 2013). Se ha
demostrado que cambios en los niveles de citocinas pueden reducir o incrementar

conductas asociadas a la ansiedad a través de cambios en los sistemas de
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neurotransmision (Acharjee et al., 2013; Miller et al., 2013; Lima et al., 2014). Las
conductas asociadas a ansiedad en los ratones KO TSP-17 podrian estar
vinculadas con cambios en el sistema colinérgico. Nuevas investigaciones podrian
ser desarrolladas para conocer si niveles de citocinas en ratones KO TSP-1"" asi
como cambios en la actividad colinérgica estan relacionados con las

observaciones conductuales en este trabajo.

En este trabajo comprobamos que los AE favorecen la formacién de EDs como
uno de los eventos involucrados en la plasticidad neuronal (Nithianantharajah y
Hannan, 2006). Demostramos que los AE incrementan el numero de EDs en
ratones WT y en ratones KO TSP-1"". En los ratones KO TSP-17", el aumento en el
ndamero de EDs debido a los AE lleva a un numero similar de EDs observado en
ratones WT expuestos a ANE; sugiriendo un papel importante pero no
determinante de la TSP-1 en la formacion de EDs. Estos datos son concordantes
a los registrados por Dierssen y colaboradores (2013), donde han encontrado que
los AE tienen poco efecto en las neuronas piramidales neocorticales de un modelo
de sindrome de Down, posiblemente por alteraciones en genes involucrados en la
espinogénesis y control dendritico como los genes DSCAM, TIAM1, APP y TTC3
(Haas et al., 2013). Estas alteraciones también se han visto en modelos de
sindrome de X fragil, donde la ausencia del gen Fmrl altera la densidad de EDs

(Levenga y Willemsen, 2012).

En este trabajo nosotros observamos que la falta del gen de la TSP-1 (THBS1),
afecta el numero y morfologia de las EDs, aunque los mecanismos involucrados
en su plasticidad no se encuentran alterados. La estimulacion de los AE promueve
el aumento de EDs, sugiriendo que el gen THBS1 puede tener un papel muy
importante durante el desarrollo de la espinogénesis pero no exclusivo, otros
genes y otras proteinas pueden compensar la ausencia de TSP-1. Factores de
crecimiento tales como el NFG, GDNF y BDNF cuya participacion en el desarrollo
del SNC y en la formacion de EDs y en modelos de AE (Nithianantharajah y
Hanna, 2006), podrian estar involucrados en la formacion de EDs de ratones
KO TSP-17.
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Adicionalmente, otras proteinas de la familia de las TSPs podrian tener una
participacion en la espinogénesis (Risher y Eroglu, 2012). Particularmente la
TSP-3 y la TSP-4 (Adams y Lawler, 2011) tienen un papel importante en el SNC
adulto, por lo que se podria tener un mecanismo de compensacion, es decir,
durante las primeras etapas del desarrollo la formacion de EDs y sinapsis podria
ser dependiente de la TSP-1 y en etapas adultas de la TSP-3 y la TSP-4. Las
diferencias significativas que se presentan en el nimero de EDs entre los
diferentes grupos experimentales podrian ser resultado de la estimulacion en
periodos criticos de desarrollo del SNC, ya que los ratones fueron expuestos por
primera vez a AE a las 4 semanas de edad. En las primeras etapas del desarrollo,
las EDs y las sinapsis son sensibles ante los cambios que se generan en el
ambiente externo. El uso de AE favorece el incremento de EDs sin importar etapas
del desarrollo (Bock et al., 2013), sin embargo, se sugiere que la formacion y
eliminaciéon de EDs reorganiza las redes neuronales modulando la formacion y
eliminacion de EDs y sinapsis (Jung y Herms, 2012; Koleske, 2013) mayormente

en etapas tempranas del desarrollo como la adolescencia (Bock et al., 2013).

La clasificacion sobre la morfologia demostré que en ratones WT y en ratones
KO TPS-1" prevalecen las EDd, EDh y EDr. Nuestro modelo KO TSP-17 presenta
una disminucion en todos los tipos de EDs comparados con los ratones WT.
Nuestros resultados demuestran que en los ratones KO TSP-17" expuestos a ANE,
las EDd ocupan el 50% del namero total de espinas, seguidas por las EDr que
abarcan el 30% y son las EDh, las mas maduras y estables las que abarcan el
20% del conteo total. Aunque los AE incrementaron la presencia de los tres tipos

de EDs en estos ratones, el orden de incidencia no se modifica.

La importancia de las EDd y las EDh radica en su funcionamiento
citoarquitectonico. Las EDd se relacionan con procesos de aprendizaje y las EDh

con procesos de memoria (Bourne y Harris, 2007).

La morfologia de las EDs influye en su funcion, creemos que durante la fase de
exposicion a AE el incremento de EDd se debié a un proceso de aprendizaje

(Boune y Harris, 2007; Garcia-Lopez et al.,, 2007). Durante los procesos de
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aprendizaje la actividad neuronal se incrementa, estimulando la formacion de
nuevas EDs, a partir de espinas inmaduras, como las EDd. Por ejemplo, durante
las primeras fases de la LTP se genera espinas delgadas, las cuales logran
modificarse y estabilizarse. Se cree que después la formacion de contactos
sinapticos podrian generar seflales que modifiguen la morfologia de la ED

favoreciendo la formacion de espinas maduras (Yuste y Bonhoeffer, 2001).

Es bien sabido que las EDh son las espinas mas estables y las Unicas capaces de
mantener las sinapsis y se han asociado a procesos de memoria. Nuestro trabajo
demostré que los AE favorecen la formacién de EDh en ratones KO TSP-17". Sin
embargo, desconocemos si el incremento de estas espinas esta asociado a un
incremento en las sinapsis y si estas sinapsis son funcionales. Experimentos que
permitieran conocer cambios en la expresion de proteinas sinpticas podrian
ayudarnos a dilucidar este mecanismo. Por otro lado, si se favorecen los procesos
de memoria, por el incremento de EDh, los ratones KO TSP-17" expuestos a AE
podrian tener mejor desempefio en pruebas relacionadas a procesos de memoria
y aprendizaje. Experimentos en progreso son encaminados a comprobar esta

relacion.

Las EDr no son menos importantes y mucho menos carecen de funcion, algunos
autores las consideran un tipo de espina madura por su morfologia, mientras que
otros las consideran espinas inmaduras por la pequefia area que ocupa el PSD, a
la cual se le adjudica poca estabilidad sinaptica (Soria y Peréz, 2012). Nosostros
observamos un incremento de EDr en ratones WT y KO TSP-1"" expuestos a AE.

Se sabe que la exposicién a AE incrementa las densidades postsinapticas (PSD).
Es probable que en nuestras condiciones experimentales, el incremento en el
numero de EDs observado en ambos grupos favorezca la formacion de PSD y de

sinapsis estabilizando a la espina dendritica (Yuste y Bonhoeffer, 2001).

Sin embargo, aunque los AE estimulan la produccion de EDs tanto en ratones WT
como en ratones KO TSP-1" el efecto final podria ser diferente. Mientras que en
los ratones WT, los AE potencializan el desarrollo de EDs y fortalecen los circuitos
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neuronales, en los ratones KO TSP-1", los AE podrian compensar la carencia de

EDs y estimular la formacion de circuitos neuronales (Harris et al., 1992).

Se ha demostrado que la estimulacion influye de manera sobresaliente en la
dindmica de las EDs (Jung y Herms, 2012) modificando la reorganizacion neuronal
(Marin-Padilla, 1972; Palmar, 2013). Particularmente, en neuronas de corteza
somatosensorial de rata se observa un aumento en la densidad de procesos
dendriticos después de ser estimuladas (Adkins et al., 2008), sugiriendo que la
estimulacién de la corteza somatosensorial induce cambios benéficos mejorando
la organizacion de los circuitos neuronales y la integracion de informacion (Adkins
et al., 2008; Chen et al., 2012; Palmer, 2013). Este mecanismo podria ser utilizado
en los ratones KO TSP-1"".

Alteraciones en la morfologia y numero de EDs pueden afectar la funcion sinaptica
y la organizacion de los circuitos neuronales, esto trae como consecuencia la
alteracion en el procesamiento de la informacion (Palmer, 2013). La falta de TSP-1
en los ratones afecta la densidad y funcion de las EDs y probablemente la
formacion de circuitos neuronales funcionales impidiendo la correcta ejecucion y el
desempefio conductual de los roedores. Sin embargo, permanecen las vias de
sefalizacion, ya que los AE favorecen la formacion de EDs en los ratones
KO TSP-1"". Se sugiere que en una condicién donde hay una alteracién en la
densidad y morfologia de las EDs como el sindrome de Down (Marin-Padilla,
1972; Benavides-Piccione et al., 2004; Dierssen et al., 2003), el sindrome de Rett
(Kaufmann y Moser, 2000), el sindrome de X Fragil (Dierssen y Ramakers, 2006),
la Ezquizofrenia (Nimchinsky et al., 2002) y el Alzheimer (Fiala et al., 2002), los AE

puedan ser una estrategia para tratar de revertir estas alteraciones.

Los AE son un modelo comunmente utilizado en roedores, sin embargo, este
modelo ha sido adaptado para los seres humanos, actualmente mejor conocidos
como estimulacién temprana (Prats-Vifias, 2007), tratamiento de integracion
sensorial (Reynolds et al., 2010) e intervencion neuropsicologica. La eleccion del
método mas adecuado depende de los objetivos deseados. Actualmente, la

estimulacién temprana es un método aplicado en nifios de 0-5 afios de edad con
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el objetivo de enriquecer su estimulacion, potencializar habilidades y en algunos
casos revertir dafios fisicos u organicos (Prats-Vifias, 2007). El tratamiento de
integracion sensorial, generalmente es una forma de fisioterapia donde el objetivo
es recuperar funcionalidad fisiologica mientras que la intervencion
neuropsicolégica procura restaurar y/o compensar habilidades cognitivas y
conductuales a través de programas estructurados y personalizados (Santos y
Bausela, 2005).

El uso de los AE puede favorecer la calidad de vida en cualquier etapa del
desarrollo humano y a lo largo de la vida humana siempre y cuando este tipo de
estimulaciéon no cese (Rosenzweig y Bennett, 1996). Para el humano, la mejor
manera y la mas sencilla de crear AE es evitar la rutina y la cotidianidad, leer
habitualmente, viajar, asistir a eventos culturales, realizar actividades educativas y
deportivas, asi como socializar (Rosenzweig y Bennett, 1996). Reinventando los
AE para cubrir las necesidades de cada persona es probable que disminuya la
complejidad de patologias, se prevengan otras y mejore la calidad de vida de los
individuos. La estimulacién a través de AE, puede producir efectos benéficos tanto
en sujetos de condiciones normales como en aquellos que padecen alguna

alteracion cerebral.

Este trabajo ha demostrado que el uso de AE favorece el incremento en el nimero
de EDs en neuronas piramidales de la capa lll y V de la corteza somatosensorial
en ratones WT y ratones KO TSP-1"". Sugiriendo que la TSP-1 es una proteina
importante pero no determinante en la espinogénesis. Adicionalmente nosostros
observamos que la estimulacion de EDs en ratones KO TSP-1" no
necesariamente se presenta junto con cambios conductuales. Por lo que otros
mecanismos y circuitos podrian ser los responsables de los cambios en procesos

dependientes de experiencia.
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X. CONCLUSIONES

. Este trabajo confirmé que los AE son un paradigma conductual que
favorece la plasticidad neuronal en ratones WT y en ratones KO TSP-1"".

. Los ratones KO TSP-1" tienen alteraciones en el nimero y morfologia de
EDs, respecto a los ratones WT.

El uso de AE incrementa la formacion de EDs en ratones WT y en ratones
KO TSP-1". Sin embargo, el incremento de EDs en ratones KO TSP-17"
expuestos a AE es menor respecto al incremento de EDs en ratones WT.

. Los ratones WT y ratones KO TSP-1" expuestos a ANE muestran
diferencias significativas en en el nimero de EDr y EDh.

. En ratones WT expuestos a AE, las EDr son las de menor incidencia.
Mientras, que en ratones KO TSP-1" son las EDh.

. La TSP-1 juega un papel importante pero no determinante en la formacion
de EDs.
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