4

Universidad de Carabobo CACYT

Facultad Experimental de Ciencias y Tecnologia

Departamento de Biologia

Efecto de la memantina sobre el volumen hipocampal bilateral en

ratas, sometidas a aislamiento materno neonatal

Trabajo Especial de Grado presentado
Tutores: Dr. Ezequiel Uribe ante la ilustre Universidad de Carabobo por
Lic. Carmen Andara la Bachiller Francis Afroditis Bolivar
Colitsis como requisito para optar al titulo
de Licenciada en Biologia.

Licenciatura en Biologia
Barbula 2017



UNIVERSIDAD DE € ARABONO
FACULTAD EAPERIMENTAL DE CIENCIAS Y TECNOLOGES
DEPARTAMENTO DF BIOLOK A

4

ACTA

Mediante |a presente se deg constancia que ¢l (la) Br. Francis Bolivay, Cedula
de identidad N® 19 666874, presentd ante o Jurado aprobado por el Consejo de
Departamento de Biologia de la Facultad Experimental de Ciencias y Tecnologla
(FACYT} de la Universidad de Carababo, su Trabajo Especial de Grado (T.£.G.), ttulado:
“Efecto de la memantina sobwe el volumen hipocampal bilateral en ratas, sometidas a
alstamiento materno neonatal”, en concordancia con 1os articulos 16, 17, 18y 19 de las
Normas de Interds Estudiantil.  El jurado evaluador considaro que, luego de haber
aprobado dicho trabajo el (la) bachiller cumple con los meritos academicos necesarnos
para obtener el Titulo de Licenciado en Biologia

En Valencia, a los Ob dins del mes de Jd N2 del afio 2017

Y Henriquez




Dedicatoria

Primeramente a mi DIOS todopoderoso por permitirme adquirir los conocimientos
puestos en préactica para la realizacion de este trabajo de grado, que forma parte del logro de
la meta que me he propuesto alcanzar "mi carrera profesional”, por la paciencia y
perseverancia que ha mantenido en mi y por darme vida para disfrutar los resultados de mis

esfuerzos.

A mis padres Silvana Colitsis y Pedro Bolivar por apoyarme en todo momento, tener
la confianza en mi y darme la oportunidad de estudiar y llegar a donde estoy actualmente,
asi como ensefiarme buenos valores y principios que me han hecho poseer un criterio

propio y sentir seguridad en mi mismo.

A mis familiares cercanos y amigos incondicionales, que han estado conmigo en
todo momento brindandome el apoyo necesario para continuar con mi proyecto a pesar de
los percances que he presentado a lo largo de mi carrera, siempre llenandome de optimismo
para seguir adelante. En especial a mi tia Francis Bolivar , a mi abuela Francisca Flores, a
mi abuelo José Angel Falcon y mi abuelo George Colitsis en agradecimiento eterno donde
quiera que estén, por haber sido las personas que fue conmigo, gracias por estar siempre a
mi disponibilidad cuando los necesite, por apoyarme y ayudarme sin importar lo que

necesitaba.



Agradecimiento

A mis tutores, la profesora Carmen Andara y el profesor Ezequiel Uribe, a Esther
Torquati, al profesor Renny Pacheco, Lic. Yohani Henriquez, Ana Karina, la profesora
Ingrid Velasquez y al profesor Mario Palacios por su gran ayuda y colaboracion en cada

momento de consulta y soporte en este trabajo de investigacion.

A la Universidad de Carabobo, prestigioso instituto universitario el cual cuenta con un
excelente personal capacitado, dandome la oportunidad de adquirir todo el aprendizaje y la

colaboracion necesaria para llegar a feliz término de mi carrera profesional.

A mis amigas Angélica Flores, Yaritsy Rodriguez, Dorybel Mojon, Annelisa Arcila y
Leionis Laya, a mi amigo Samuel Hilevski por ser mis compafie(r@) de batalla en esta gran
meta por alcanzar; a Edward Gémez por estar ahi cada momento que lo necesite y soportar
mi caracter en este momento tan importante de mi vida y a mi hermano George Marquez

por ayudarme a lo largo de mi carrera.



Resumen

Se ha evidenciado que la separacion materna afecta el desarrollo neural de las crias, incluso
llegando a producir enfermedades como la esquizofrenia; la esquizofrenia es una enfermedad del
grupo de las psicosis que afecta la capacidad de iniciar y organizar la actividad mental y el
reconocimiento de si mismo como fuente de dicha actividad. Tradicionalmente la esquizofrenia se
ha tratado con antagonistas de la dopamina, que invierte de manera efectiva los sintomas positivos,
pero no mejora los sintomas residuales producidas en el largo plazo, tales como deterioro cognitivo,
aislamiento social, desregulacion afectiva, y la discapacidad. El uso de farmaco como la memantina
esta relacionado con enfermedades de trastorno mentales debido a su funcién. El siguiente trabajo
tiene como objetivo Identificar el efecto de la memantina sobre el volumen hipocampal total en
ratas (Sprague-Drawley) bajo esquizofrenia sometida por aislamiento materno neonatal. Para ello se
utilizaron 20 ratas a las que se les aplicd un tratamiento de separacion de las crias durante 3 horas
diarias por 14 dias consecutivos. Para ello se formaron 4 grupos de estudio: a) Control, b)
Experimental, ¢) Memantina aislado y el d) memantina sin aislar. Durante el periodo de separacion
de las crias las ratas fueron evaluadas utilizando el laberinto en T (T-maze) con una duracion de 2
minutos por rata, en horas de la mafiana entre el periodo de 12:00pm a 2:00pm. Para extraccion
cerebral se realizo en las 4% 7™ y 10™ semana de vida del animal. Para el hipocampo derecho se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres
edades (4 semanas F=5,73, p<0,05; 7 semanas F=17,5, p<0,05; 10 semanas F=9,48, p<0,05), para el
hipocampo izquierdo se observaron diferencias significativas entre los tratamientos al aplicar un
ANOVA para las tres edades (4 semanas F=15,8, p<0,01; 7 semanas F=29,6, p<0,01; 10 semanas
F=17,5, p<0,01). Los resultados obtenidos, evidenciaron la gran eficacia de la memantina en la
reversibilidad de las alteraciones cognitivas en ratas producidas por el aislamiento materno y el t-
maze, lo que sugiere que podria arrojar buenos resultados al ser empleada como tratamiento de

pacientes esquizofrénicos.

Palabras clave: estrés, laberinto en T, memantina, pruebas conductuales, NMDA
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1.

Introduccion

La esquizofrenia es una enfermedad del grupo de las psicosis que afecta la
capacidad de iniciar y organizar la actividad mental y el reconocimiento de si mismo como
fuente de dicha actividad. Esto produce un espectro de alteraciones en los dominios del
pensamiento, percepcion, afecto y volicion (Uribe &Wix, 2001). Habitualmente sigue un
curso de episodios agudos de alucinaciones, delirios y desorganizacion del pensamiento, lo
cual se sobrepone a alteraciones sutiles y persistentes en la iniciacion y organizacion
cognitiva y conductual (Stein, et al., 2007). La expresion de estas manifestaciones es
diferente en cada paciente y varia con el tiempo, pero el efecto de la enfermedad siempre

es grave y normalmente prolongado. (Kaplan & Sadock, 2009).

Afecta aproximadamente al 1% de la poblacién, cifra relativamente constante en
diversos paises y culturas, afectando de forma similar a hombres y mujeres (Kaplan &
Sadock, 2009). Suele iniciarse antes de los 25 afios y tiene una evolucién cronica con gran
compromiso de la funcionalidad. Se reconoce una de las principales causas de discapacidad
en el mundo, segun la Organizacion Mundial de la Salud. La esquizofrenia es un trastorno
de origen multifactorial, y los sintomas observados en los individuos varian pudiendo
presentarse los llamados sintomas positivos (alucinaciones o excitabilidad, delirios) o

sintomas negativos (depresion, falta de motivacién) (Lehman, et al., 2004).

Tradicionalmente la esquizofrenia se ha tratado con antagonistas de la dopamina,
que invierte de manera efectiva los sintomas positivos, pero no mejora los sintomas
residuales producidas en el largo plazo, tales como deterioro cognitivo, aislamiento social,
desregulacion afectiva, y la discapacidad (Lehman, et al., 2004). Ademas, el 10-30% de los
pacientes no mejoran con antagonistas de la dopamina y se vuelven resistentes al
tratamiento (Lehman, et al., 2004). Recientemente, el sistema glutaminérgico ha sugerido

estar vinculado con la esquizofrenia, Uribe et al., (2013), demostraron que los antagonistas



de N-metil-D-aspartato (NMDA) como la ketamina, la fenciclidina y MK 801 eran

beneficiosos para los sintomas positivos y negativos de la enfermedad.

Las principales diferencias patoldgicas encontradas en los cerebros de pacientes
esquizofrénicos (el trastorno incide en la etapa méas productiva de la vida en el 75 por
ciento de los casos los primeros sintomas aparecen entre los 16 y 25 afios de edad) (Mesa,
2011) incluye: incremento del tamafio ventricular, volumen y peso cerebral reducido,
namero reducido de neuronas en el Iébulo temporal medial asi como en otras areas
corticales; todo ello en ausencia de gliosis (i. e. Modificacion de las células del tejido
nervioso por reaccion ante un traumatismo, infarto cerebral, afeccién degenerativa o
encefalitis) y de cambios neurodegenerativos (Harrison, 1999). Los estudios histoldgicos en
areas como el l6bulo temporal medial describen anomalias en la posicion y distribucion
laminar cortical del hipocampo y parahipocampo en pacientes esquizofrénicos. Estos
resultados se interpretan debido a una migracion neuronal defectuosa durante el desarrollo
(Jakob & Beckman, 1986; Kovelman y Scheibel, 1984; Arnold, et al., 1991).

Los estudios volumétricos han encontrado que este trastorno esta asociado con
anomalias en casi todas las estructuras corticales y sub-corticales del cerebro. Las mas
consistentes son: incremento de los ventriculos laterales y el tercer ventriculo, decrementos
en el l6bulo temporal (el complejo amigdala/hipocampo y el giro temporal superior) y el
I6bulo frontal, incrementos y decrementos en los ganglios basales, y atrofia en el talamo y
el cerebro (Shenton, et al., 2001). De acuerdo a este mismo autor, también se han
observado reducciones del volumen intracraneal total y del cuerpo calloso. Los estudios
post-mortem indican que la esquizofrenia esta asociada a modificaciones en el nimero, la
densidad, el tamafio y la distribucion neural; sin embargo la ubicacion, la naturaleza y el

significado de los cambios criticos son aun desconocidos (Shapiro, 1993).

El comportamiento materno en roedores se expresa desde la gestacién, pudiendo

observarse principalmente la preparacion del nido por parte de la hembra, el cual consiste



en seleccionar un lugar seguro y célido para el mantenimiento de las crias. Al momento del
parto las hembras de los roedores despliegan una serie de comportamientos que aumentan
la probabilidad de supervivencia de sus crias, e incluyen principalmente el

amamantamiento y acicalamiento (Brun, 2011).

Se ha evidenciado que la separacion materna afecta el desarrollo neural de las crias,
incluso llegando a producir enfermedades como la esquizofrenia (Kaplan & Sadock, 1991).
La temprana separacion maternal ha sido usada en una variedad de especies animales como
modelo experimental de estrés causado por abandono (Dickinson, 2009; Foscolo, 2008;
Hall, 1998; Ladd et al., 1996) ya que goza de una importante validez predictiva y permite
inferir tendencias de un sujeto a presentar diferentes trastornos y problemas de salud.
(Greisen et al., 2005; Heim & Nemeroff, 2001; Ploj et al., 2003; Lehmann et al., 1999;
Lehmann et al., 2000).

En las ratas se puede observar, que si la cria se sale del nido, la madre las acarrea
hasta él, les lame el cuerpo y el area ano-genital y adopta la postura de amamantamiento
(dorso-flexion) sobre ellas para amamantarlas (Rosenblatt & Lehrman, 1963; Gonzéalez &
Poindron, 2002). ElI comportamiento maternal se encuentra fuertemente motivado; esto
implica que durante el periparto las crias se vuelven estimulos atractivos y reforzadores
positivos, promoviendo su bdsqueda por parte de las madres (Rosenblatt, 1967), asi el
desarrollo de conductas maternales coincide con un fuerte impulso de budsqueda e
interaccion con las crias, en el cual la hembra voluntariamente pasa la mayor parte del

tiempo en contacto con ellas (Seip & Morrell, 2009).

El comportamiento de la madre ante la retirada de las crias, permite realizar
estudios relacionados con la esquizofrenia; esta técnica induce la enfermedad en la rata, se
sabe que la esquizofrenia es un trastorno mental incapacitante caracterizado por la
presencia de ideas delirantes, alucinaciones, desorganizacion en el lenguaje, alogia y abulia,

entre otros. (Msghina & Liberg, 2009). Se ha sugerido que la esquizofrenia puede ser



inducida por eventos o lesiones durante el desarrollo temprano del individuo (Powell, 2010;
Lipska et al., 1993).

El uso de farmaco como la memantina esta relacionada con enfermedades de
trastorno mentales debido a su funcién. La memantina (MEM) es un modulador N-Methil
D-Aspartato (NMDAR) capaz de regular su estado de funcionamiento (Rammes, et al.,
2008), por lo general interrumpidas en los cerebros neonatales de roedores de modelos de
esquizofrenia (Jeevakumar & Kroener, 2016). Uribe, et al., (2013), proponen que la MEM
administrada en el periodo neonatal, es utilizado para disminuir estos trastornos y
garantizar un desarrollo correcto de cognicion social. EI informe anterior sugeria el efecto
beneficioso de MEM en el aislamiento social en modelos de ratas adultas en la disfuncion
glutamatérgica, aunque no hay evidencia de la intervencion farmacoldgica en las primeras
etapas de la vida. La memantina posee una notable selectividad por los receptores NMDA
del cerebro y no presenta una afinidad significativa por otros receptores del SNC, lo que
podria tener relevancia terapéutica por antagonismo de los canales de los receptores 5-HT
(Uribe, et al., 2013).

El mecanismo de memantina para bloquear los receptores NMDA es no
competitivo, debido a la dependencia de uso del blogueo, es decir, Unicamente puede
accederse al punto de union si se activa el receptor. Se ha demostrado que la memantina
bloquea las corrientes activadas por el glutamato, dependiendo de las concentraciones en
tres combinaciones de receptores recombinantes (Carretero, 2014). La memantina
restablece la transmisién neuronal glutaminérgica fisiologica y evita los efectos
excitotdxicos producidos por los valores tonicos patolégicamente elevados del glutamato

sinaptico, que pueden dar lugar a una disfuncion neuronal.

El siguiente trabajo tiene como objetivo Identificar el efecto de la memantina sobre
el volumen hipocampal total en ratas (Sprague-Drawley) sometidas al aislamiento materno

neonatal, para obtener resultados basados en la capacidad cognitiva, relacionado con



enfermedades mentales como la esquizofrenia. Se valoraran de acuerdo a las respuestas de

los animales en presencia del farmaco y con el uso del Laberinto en T.

Planteamiento del Problema

Para el afio 2008 se reportaron para cerca de 216.957 personas con algun tipo de
trastorno mental (psicosis, esquizofrenia, etc.) en Venezuela, segin cifras Ministerio de
Salud. Tomando como punto de partida que el Gobierno afirma que la poblacién general
del pais en ese momento era de 27.934.783 personas, entonces los afectados representarian
0,77% de la poblacion. El Distrito Capital es la entidad con mayor cantidad de casos
(Esquizofrenia 2.141 de personas el 1,20%) seguida de Miranda y en tercer lugar, Zulia.
Luego estan Carabobo, Monagas, Aragua, Tachira, Guarico, Lara y Mérida. Delta Amacuro

se encuentra en el Gltimo peldafio (Beltran & Rodriguez, 2012).

La esquizofrenia es considerada una de las enfermedades mentales més
devastadoras y discapacitantes, ya que trae como consecuencia marginacion,
incomprension y discriminacion social, afectando ademas de manera directa e indirecta a
niveles tanto individuales, familiares, sociales y econémicos. Es importante resaltar que,
estas son enfermedades que se estigmatizan por gran parte de la sociedad contribuyendo a
generar mayor sentimiento de frustracion e ira al afectado, es por tal motivo, que familiares,
amigos y la gente en general con frecuencia denigran a estas personas por no entender
dicha enfermedad. Es importante saber, que todos estos sintomas no solo afectan a estos
individuos, sino también a sus familiares, que se ven envueltos en un mundo
completamente desconocido y estresante. Dentro de estas situaciones se divisan etapas de
recibimiento de la enfermedad mental, donde al comienzo la familia responde con angustia
y miedo porque se presentan cambios emocionales en la conducta del enfermo y temen a lo
desconocido (Beltran & Rodriguez, 2012).

10



A pesar de todo, algunas personas 10-30% no se benefician con los tratamientos
disponibles. La esquizofrenia se considera un trastorno del desarrollo neurolégico, se
caracteriza principalmente por presentar sintomas positivos, negativos y cognitivos. Los
sintomas positivos se relacionan con sintomas psicoticos como la pérdida de contacto con
la realidad, delirios y alucinaciones, mientras que los sintomas negativos corresponden a un
estado de déficit en los procesos conductuales ya que estan disminuidos o ausentes y se
manifiestan como empobrecimiento o disminucion del pensamiento, de la afectividad, de la
conducta y del lenguaje (Snowden, 2009). Las opciones de tratamiento se indican una vez
que la enfermedad se vuelve clinicamente significativa, en la adolescencia o la edad adulta

temprana, lo que permite el progreso de la enfermedad.

Los medicamentos y otros tratamientos usados para la esquizofrenia sirven para
reducir y controlar los sintomas principalmente los positivos, solo si se siguen de la manera
indicada por el médico. Estos hallazgos han llevado a la postulacién de la hip6tesis del uso
glutamato como tratamiento para la esquizofrenia. Esta propone que la hipofuncion
glutamatérgica, particularmente mediada por un sistema disfuncional del receptor N-metil-
D-aspartato (NMDA\), participa en la generacion de sintomas psicéticos. El glutamato es el
principal neurotransmisor excitatorio del cerebro de los mamiferos, y las alteraciones en su
funcionamiento han sido propuestas como posibles factores etioldgicos en distintas
enfermedades neuro-psiquiatricas que incluyen a la esquizofrenia, las adicciones y los
padecimientos del estado de &nimo, asi como la enfermedad de Alzheimer y los trastornos
del espectro autista (Purves, et al., 2014).

A partir de estos hallazgos han aparecido propuestas de opciones farmacoldgicas
diferentes a las usadas en la actualidad para controlar la sintomatologia de este
padecimiento. Estas se basan en la modulacion potencial de los mecanismos pre y
postsinapticos, asi como de la glia, para reducir la disfuncion glutamatérgica. Se sabe que la
actividad reducida del receptor NMDA sobre las neuronas inhibitorias, lleva a una

desinhibicion de las neuronas glutamatérgicas con incremento en la actividad sinaptica del
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transmisor, particularmente en la corteza prefrontal (Purves, et al., 2014). Por consiguiente,
considerando este mecanismo, entonces la reduccion de la actividad excesiva de glutamato
podria aminorar o eliminar las manifestaciones sintomaticas. También se sabe que el
receptor NMDA tiene sitios intrinsecos de modulacion que podrian ser, inclusive, blancos
de accion farmacoldgica para el desarrollo de nuevos farmacos en el tratamiento de la
enfermedad (Frohlich & Van Horn, 2014).

Se ha demostrado que los pacientes esquizofrénicos tienen una concentraciéon de
genes de susceptibilidad dentro de las vias glutamatérgicas, que es mayor que las que tienen
para las vias de la dopamina o del GABA. Por ello, la disfuncién del receptor NMDA
podria representar un novedoso blanco terapéutico para la esquizofrenia, incluyendo el
control de los distintos dominios sintomaticos de la enfermedad (Purves, et al., 2014). Esto
estaria en oposicién con los tratamientos actuales que se basan Unicamente en la

modulacion de la actividad de la dopamina o de la serotonina.

En condiciones normales los receptores NMDA son permeables al sodio y al calcio,
pero a su vez son bloqueados por el magnesio el cual evita que estos iones atraviesen por el
canal del receptor. Para que estos iones pasen se requiere de un potencial de accién que
libere al glutamato hacia la sinapsis. El glutamato se une al receptor AMPA con lo que se
abre y permite el flujo de sodio en la neurona post-sinaptica, facilitando asi que la célula se
despolarice (Frohlich & Van Horn, 2014). La despolarizacion desplaza al magnesio del
receptor NMDA por medio de un proceso denominado repulsion electrostatica. De manera
simultanea, el glutamato también se une al receptor NMDA vy para que éste se abra se
requiere la participacion de un co-agonista tal como la glicina o la d-serina que se unen a un
sitio alostérico especifico del receptor. Una vez abierto el receptor y el magnesio
desplazado, los iones de calcio y sodio pueden fluir por el canal hacia dentro del receptor

mientras que el potasio fluye hacia fuera (Frohlich & Van Horn, 2014).
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Tradicionalmente se ha considerado que el hipocampo y el cuerpo estriado forman
parte de sistemas de memoria diferentes e independientes. Aunque existen evidencias de
que al menos en determinados aprendizajes de orientacion espacial existe una interaccion
entre el hipocampo y el estriado, en el aprendizaje de respuesta y de discriminacion visual
(Morris et al., 1982; O Keefe y Nadel, 1978; Telensky et al., 2011). Concretamente, en el
cerebro de mamiferos, el hipocampo y el estriado dorsal son el sustrato de dos tipos de
memoria diferentes. Asi, la regién hipocampal es importante en la memoria declarativa (i.
e. recuerdos que pueden ser evocados de forma consciente, como hechos 0 eventos
especificos), mientras que el estriado dorsal lo es en la memoria implicita, es decir, en la
memoria de habitos o0 memoria procedimental (Packard, 2009).Una estructura vinculada en
la orientacion espacial es el hipocampo, el cual se considera clave para el aprendizaje de
orientacion espacial, aunque no fue hasta los afios 50 cuando se relaciond al hipocampo con
la memoria (Pennartz et al., 2011).

La imagenologia es una de las herramientas mas utilizadas para detectar cambios en
la estructura cerebral, y poder relacionarla con ciertas patologias. Estas técnicas permiten
examinar el cerebro de pacientes in vivo. En individuos con esquizofrenia se han
observado diferencias estructurales, asociadas al aumento en el tamafio del sistema
ventricular, el cual esta acompafiado por reducciones en el volumen de la materia gris en
diferentes regiones como la corteza frontal, corteza medial, amigdala, hipocampo y talamo
(Canuet, et al.,2010). La disminucién en el volumen de la materia gris se debe
principalmente a una reduccién en el neuropilo (i. e. red compleja y ordenada de
prolongaciones dendriticas, axonicas y gliales) mas que a una disminucién en el nimero de
neuronas (Khaitovich, et al., 2008). Ademas, se reporta una disminucién en el flujo

sanguineo de la corteza frontal, del talamo y del cerebelo (Khaitovich, et al., 2008).
El uso de modelos animales permite estudiar las patologias neurales presentes en

humanos, permitiendo aplicar una amplia gama de tratamientos que permiten comprender

el desarrollo de las enfermedades y plantear tratamientos viables (Garcia, 2000). El uso de
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ratas tiene ventajas a la hora de estudiar el Sistema Nervioso de vertebrados, ya que su
pequefio tamafio permite mantener a muchos individuos en espacios reducidos, ademas sus
cortos periodos de gestacion y cria (21-22 dias cada uno) permiten disponer de
generaciones sucesivas de animales con relativa rapidez (Garcia, 2000). Estos animales
tienen una gama de comportamientos que permiten medir cambios en sus capacidades
cognitivas, memoria y sociabilizacion, lo que ha dado paso al desarrollo de una gran
variedad de pruebas que permiten detectar cambios en el funcionamiento del SN ante

diferentes condiciones (Garcia, 2000).

Con base en lo anteriormente planteado se espera que ratas con esquizofrenia
inducida bajo un modelo por aislamiento materno, tratadas con memamentina (modulador
del receptor NMDA), presenten mejoria en cuanto a las funciones de aprendizaje y
memoria, que indiquen reversion de los sintomas asociados a la enfermedad. Se espera
también que presenten diferencias en el volumen del hipocampo con respecto a ratas no
tratadas con el farmaco. De esta manera encontrariamos evidencia para soportar el
desarrollo de tratamientos farmacoldgicos preventivos para la esquizofrenia, basados en
receptores NMDA, en etapa temprana para personas con riesgo de desarrollar la

enfermedad.

Justificacion

En cualquier patologia el objetivo de un tratamiento es ayudar en la disminucion de
sintomas, prevenir la aparicion o avance de la enfermedad de igual forma revertir sus
efectos, para obtener el mejor resultado, todo el mundo implicado, incluida la persona
afectada, la familia, el equipo psiquiatrico, los docentes y los servicios sociales, necesitan
trabajar juntos desde el inicio. Las enfermedades cronicas son aquellas que duran mas de
tres meses y no se autolimita; comparten las siguientes caracteristicas: a) curso prolongado

0 larga duracién (tres meses 0 mas); b) lenta progresion; c) posibilidad de ausencia de
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sintomas en su inicio; d) ausencia de curacion en algunos casos €) posibilidad de

prevenirlas y/o controlarlas (Beratarrechea, 2010).

En el caso de la esquizofrenia la medicacion juega un papel crucial en su
tratamiento, controla los sintomas de la enfermedad permitiendo que el paciente lleve una
vida lo més normal posible. Para esta enfermedad la medicacion tiende a ser mas efectiva
con los sintomas positivos y menos con los negativos. Las alucinaciones y las ideas
delirantes pueden tardar algunas semanas en desaparecer luego de la aplicacion del
tratamiento (Carr, 2000; Rutter, M. & Taylor 2002; Scott, A., Shaw, M. & Joughin, C.
2001).

Para el tratamiento de la esquizofrenia, comunmente se utilizan los siguientes
farmacos: Haloperidol, Clorpromozina, Zuclopentixol, Flufenazina, Tioridazina y
Perfenazina. Todas pertenecen al grupo de medicacion denominado neurolépticos,
antipsicoticos o tranquilizantes mayores. Relacionado al origen multifactorial de la
enfermedad, no todo el mundo responde a una medicacién de la misma manera, lo que
muchas veces implica hacer pruebas con diferentes farmacos hasta encontrar la que
presenta la mejor respuesta en el paciente. En relacién al origen de la enfermedad muchos
trabajos sostienen que se debe a un desequilibrio en las reacciones quimicas complejas e
interrelacionadas del cerebro, que incluyen los neurotransmisores dopamina y glutamato y
quizas otros. Se cree que la esquizofrenia puede ser, en parte, un trastorno del desarrollo del
cerebro que se produce cuando las neuronas forman conexiones incorrectas durante la
formacion del feto. Estos defectos pueden no manifestarse hasta la pubertad, cuando los
cambios cerebrales que ocurren normalmente durante esta etapa de maduracion,
interactian adversamente con las conexiones defectuosas. Entonces que la
hipofuncionalidad de los receptores NMDA corresponde a una explicacion posible del
desarrollo de la constelacion sintomatica de la esquizofrenia, incluyendo a los sintomas

positivos, negativos y cognitivos.
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El comienzo del tratamiento farmacoldgico de la esquizofrenia se basé inicialmente
en el descubrimiento de la clorpromazina, una fenotiazina con actividad antipsicotica. A
continuacion se desarrollaron nuevos derivados fenotiazinicos y fueron apareciendo otros
antipsicoticos del tipo de los tiaxantenos y las butirofenonas, entre las que destacd por su
extensisimo uso el hloperidol y que poseen un perfil farmacolégico, terapéutico e
iatrogénico bastante similar. Este grupo de farmacos constituyen los denominados
antipsicoticos tipicos. Posteriormente, el descubrimiento de la clozapina marc6 una nueva
era que dio origen a los denominados antipsicOticos atipicos. Estos ultimos, han
reemplazados en la préctica clinica actual a los convencionales, promociondndose como
superiores clinicamente. Sin embargo, la evidencia cientifica no siempre demuestra la

superioridad de estos (Alvarez, 2016).

Debido a la ausencia de mecanismos claros desencadenantes de la psicosis, tenemos
la necesidad de realizar estudios clinicos para comprobar los limites de las teorias que
disponemos hasta el momento. El objetivo terapéutico estd cada vez mas cerca que antes,
con un gran énfasis en los sintomas cognitivos y negativos; asi como una gran variedad de
neurotransmisores sobre los que actuar, incluyendo el tradicional enfoque sobre los
sistemas serotoninérgico y dopaminérgico-agonistas parciales y maltiples antagonistas de
dopamina; antagonistas 5HT,c y 5HTgs, ampakinas, ligandos mGLUR2/3 e inhibidores
GlyT1, e incluso inhibidores de la histamina (antagonistas H3), etc. (Alvarez, 2016). Una
de las vias mas prometedoras es la glutamatérgica, los inhibidores GlyT1 ofrecen una gran
ayuda en la potenciacion de la eficacia de los antipsicoticos ya existentes. Dada la
complejidad de las interacciones entre los diferentes sistemas de neurotransmisores, los
cambios que ocurren en el receptor NMDA podria estar actuando predominantemente sobre
la via dopaminérgica (Alvarez, 2016). Por esta razon las mas recientes investigaciones en el
campo del tratamiento farmacoldgico de esta enfermedad se han dirigido a reinstalar la

actividad de este receptor y de este sistema de neurotransmision.
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4.

Objetivos.

4.1. Objetivo General

Identificar el efecto de la memantina sobre el volumen hipocampal total en ratas
(Sprague-Drawley) bajo esquizofrenia sometida por aislamiento materno neonatal.

4.2. Objetivos Especificos

Identificar el efecto de la Memantina sobre el volumen hipocampal total de ambos
hemisferios cerebrales, durante la 4%, 7™ y 10™semana de vida.
Identificar el efecto de la Memantina sobre el trabajo de memoria (working memory),
evaluado por T maze, durante la 4°, 7™y 10™ semana de vida.
Correlacionar el volumen hipocampal total con valoraciones usando un laberinto en T (T-

maze), durante la 4%, 7™y 10™ semana de vida.

Marco Tedrico

. Antecedentes de la Investigacion

Los estudios realizados por Uribe, et al., (2013) explican que la memantina al ser
evaluada en ratas, bajo la prueba de interaccion social, indujo una mayor reduccion de la
distancia recorrida por segundo que en el grupo placebo, y este efecto fue més intenso para
la 15 mg - kg * memantina que la de la 10 mg - kg ™ grupo tratado con memantina. La
reduccion de la distancia total recorrida fue mayor para los grupos de memantina que por

haloperidol.
Otro estudio plantea que La memantina al ser administrada a 10 mg - kg ™ después

del tratamiento ketamina y tratamiento con Memantina resultaron en una mayor inversion

de aislamiento social que la del placebo o haloperidol (0,25 mg - kg ™). Esta accion
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antipsicética no mostro una relacion dosis-efecto. La memantina indujo una reduccion en la
distancia total recorrida, y un efecto dependiente de la dosis a las 10 y 15 mg - kg ™. Por lo
tanto, el efecto sedante de la memantina se debe considerar para explicar esta
observacion. Aungue los estudios anteriores se ha descrito el uso de dosis més altas de
memantina (Creeley, et al., 2006), todos sus ratas murieron en un estudio preliminar a

dosis >30 mg - kg .

La administracién de memantina (10 0 15 mg - kg™) redujo significativamente el
aislamiento social ketamina inducida, y este efecto fue mas eficaz que la de haloperidol
(0,25 mg - kg?) mediante la restauracion de la interaccion social entre las ratas sin
modificacion en la actividad motora general. Estos resultados sugieren que la memantina
podria tener un potencial terapéutico para la esquizofrenia. Ademas, en cuanto a que un
modelo de aislamiento social inducida por la ketamina en ratas es una aproximacioén a los
cambios de comportamiento de la esquizofrenia en humanos, estos datos sugieren que la

Memantina tiene un potencial terapéutico para esta enfermedad (Uribe et al., 2013)

En la bibliografia existen muchos trabajos relacionados a la separacion materna en
ratas con la finalidad de inducir esquizofrenia en las crias (Hall, 1998). En el caso del
comportamiento materno los estudios se basan principalmente en la descripcion de los
mismos y cambios ocasionados por efecto condiciones ambientales, farmacos o evaluacion

del papel de las hormonas involucradas (Riveros & Duefias, 2014).

En roedores, la investigacion sobre maltrato se ha valido de protocolos en los cuales
el animal es sometido a formas adversas de experiencia temprana por ejemplo la separacion
materna por periodos prolongados. Esta estrategia se ha usado para estudiar
experimentalmente los efectos de manipulaciones postnatales de la interaccion madre-hijo,
una investigacion cuyos pioneros fueron Seymour Levine y Victor Denenberg (1967;

1963). Se han usado multiples variaciones del paradigma inicialmente propuesto,
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variaciones que han incluido cambios en la duracion del periodo de separacion (1-24
horas), en el numero de dias durante los cuales se hacen los episodios de separacion (1-14
11 dias durante las primeras dos semanas postnatales) y en los grupos comparados
(Lehmann & Feldon, 2000).

Otros estudios realizados por Riveros & Duefias, (2014) la relacion madre-hijo y el
cuidado parental al recién nacido son fundamentales en el desarrollo fisiologico y
emocional de los individuos. Evidencias asocian el estrés temprano con el desarrollo de
enfermedades mentales. EI modelo de separacion materna durante la lactancia (SMDL) se
ha utilizado para inducir estrés temprano en ratas y estudiar efectos a largo plazo. Diversos
estudios han encontrado que, en ratas separadas de sus madres, disminuyen los niveles del
receptor GABA-A y esos bajos niveles estan asociados a comportamientos ansiosos, pero
también se ha observado que la reduccidn en la respuesta noradrenérgica al estrés, el cual es
una caracteristica de crias de madres que lamen y acicalan a sus crias con frecuencia, ha
sido relacionada con un aumento en la inhibicion GABA érgica de sistemas que regulan la

respuesta emocional, conductual y endocrina al estrés (Caldji et al., 2000).

Por otra parte, se han relacionado los efectos estresantes de una experiencia adversa
temprana con la conducta que se adoptard durante la vida adulta. La ruptura del vinculo
primario en ratas produce disrupcién del mecanismo de escape (Ojea et al., 2010), altera el
comportamiento social asi como la emotividad en la edad adulta, pero no necesariamente la
funcion cognitiva (Toth et al., 2008), ademés de una reduccion significativa de la conducta
exploratoria y cambios morfolégicos neuronales a nivel frontal asociados a disminucion del
arbol dendritico y aumento en la actividad del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal (HHA)
(Pascual et al., 2003).

Algunos estudios sugieren efectos en sistemas monoaminérgicos, incluyendo un

incremento en la expresion de receptores serotoninérgicos en la corteza y en el hipocampo

(Vazquez et al., 2002), en la respuesta noradrenérgica (Liu et al., 2000 a), y en la liberacion
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6.1.

6.2.

de dopamina en el nucleo Accumbens (Meaney et al., 2002), aumento en la sensibilidad
hipocampal al glutamato —y mas especificamente un aumento en el nivel de receptores
NMDA— (Liu et al., 2000 b; Roceri et al., 2002).

Marco Metodoldgico

Sujeto de estudio

Se utilizaron 60 ratas albinas de la cepa Sprague-Dawley, provenientes de Bioterio
de la Facultad de Ciencia de la Salud de la Universidad de Carabobo. Durante toda la
experiencia, las condiciones ambientales fueron controladas respecto a temperatura

(ambiente), ruido ambiental y ciclo dia-noche de 12 horas luz/12 horas oscuridad.

Durante el proceso de experimentacion las ratas se ubicaron en el Laboratorio de
Neurobiologia Conductual de la Facultad de Ciencia de la Salud, Edificio de Biomédica Dr.
Guillermo Mujica Sevilla de la Universidad de Carabobo. Se colocaron en jaulas de hierro,
en las cuales se colocd un bebedero graduado para el agua, una cama hecha de concha de
arroz y un recipiente metalico para el alimento comercial (Protican); el agua y el alimento

se administraron ad libitum.

Tratamientos

Para la obtencion de los neonatos, se realiz6 una monta, en el bioterio de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad de Carabobo, utilizando un macho por cada dos
hembras (por grupo), este se retird quince dias después. Una vez que las ratas presentaron
signos de embarazo, se trasladaron al laboratorio de Neurobiologia Conductual de la
Facultad de Ciencia de la Salud, Edificio de Biomédica Dr. Guillermo Mujica Sevilla de la

Universidad de Carabobo; las crias nacieron 21-23 dias después de la monta. El dia del
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nacimiento se tomd como el dia post natal 0 o PND 0. A partir del PND 2, los cachorros
machos fueron retirados de sus jaulas de maternidad a las jaulas adyacentes y se expusieron
diariamente a un periodo de 180 minutos de privacion materna desde ese dia al PND 14.
Esto se realizo en jaulas metalicas (6 x 6 x 12 cm), conservando una temperatura corporal
de 36 °C. El estudio se realiz6 con Veinte (60) ratas machos, que conformaron dos grupos
de trabajo, el grupo “A” que fue ¢l que recibid aislamiento materno y el grupo “B” el cual

no recibe aislamiento (A 'y B).

6.2.1. Grupo A: Aislamiento Materno

A los individuos del grupo “A”, conformado por 30 machos, se le aplico aislamiento
materno durante entre el PND 2 al 14. Este grupo a su vez, se dividio en dos subgrupos de
15 ratas, a uno de ellos se les aplicd un tratamiento que consistio en la administracion de 10
mg.Kg-1 de Memantina (grupo MEM) via subcutanea, antes del periodo de aislamiento. El
otro tratamiento se utiliz6 como control, y consistio en el suministré de solucién fisioldgica
antes del aislamiento (Tabla I). Diariamente se calculé la dosis del medicamento con base
en el peso corporal de cada individuo, y se inyecto por via subcutanea, inmediatamente
después de las tres horas de aislamiento. Luego de aplicado el tratamiento, las crias se
regresaron a la jaula junto a su madre. El volumen final de la droga y solucién inyectada
fue de 0,1 ml.

El periodo de separacion para los grupos experimentales fue de tres horas diarias.
En las semanas 4%, 7™y 10™ se aplicd la siguiente prueba Test del Laberinto en T la cual
miden el comportamiento mediante la capacidad cognitiva. Se mantuvo a las crias en un
cuarto diferente del de la madre. A las ratas del grupo control no se realizo el aislamiento
materno, pero si se le realizo manipulacion de las crias durante el periodo de separacion de
los otros individuos. La manipulacion consistio en levantar cada recién nacido de la jaula,

revisarlo, tocarlo y luego devolverlo a su caja de habitat con su madre.
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6.2.2. Grupo B: Sin Aislamiento Materno

El grupo “B” estuvo formado por 30 ratas que no recibieron aislamiento materno,
este a su vez se dividié en dos grupos de 5 ratas, uno que se le agrego Memantina (grupo
MEM), el cual se le suministro (10mg.Kg-1) en dosis neuroprotector. El otro grupo de 15
ratas, se tratdé con solucion fisioldgica y se utiliz6 como control; la solucién fisiologica

cumple la funcién de un placebo (Tabla I).

Tabla I. Descripcion de los tratamientos aplicados a ratas macho de la cepa Sprague — Dawley

utilizados para identificar el efecto de la mememantina sobre el volumen hipocampal

Grupo Tratamiento Descripcion Edad n
(semana)
Control si ti i 4 >
ontrol sin memnatina y sin
B 1 aislamiento ! 5
10 5
. . . 4 5
5 Experimental sin memantina
A con aislamiento materno 7 5
10 5
M i islami 4 >
A 3 emantina con aislamiento 7 5
materno
10 5
4 5
B 4 Memantina sin aislamiento 7 5
10 5

6.3. Prueba Conductual

6.3.1. Laberinto en T (T-maze)

Para evaluar la capacidad cognitiva de los roedores se utilizo el laberinto en T, que
consiste en una estructura con paredes de madera elevadas en forma de una T en posicidn
horizontal (Figura 1). En el caso de las ratas las paredes deben ser de 30 cm (Robert, et al.,
2006). Durante el experimento los animales se colocan en la base de la T y les permite

elegir uno de los dos brazos. La prueba se aplico en los individuos experimentales de todos
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los tratamientos en las semanas 4%, 7™y 10™. El dia previo a la prueba se colocé a la rata
durante 5 minutos dentro del laberinto para la adecuacion y 24 horas despues se realizo la
experimentacion con una duracion de 2 minutos por rata, en donde se registro el nimero de
errores, es decir el numero de veces que repite un mismo brazo. Las pruebas se realizaron

en horas de la mafiana entre el periodo de 12:00 p. m. a 2:00 p. m.

Tabique central: se extienden en el brazo de
inido

| ; | - |
- - Ml -
N |
_ = Puerta de guillotina: Cortar ala medida
Pozo de alimentos
\\
Comienzo del brazo
=

N\ Zona de salida

Figura 1. Esquema del disefio del Laberinto en T utilizado en las pruebas comportamentales (Tomado de
Robert & Rawlins, 2006)

6.4. Extraccion del cerebro y corte a nivel del hipocampo

Para realizar la extraccion del cerebro, se anestesio a la rata por medio de Tiopental
aplicado por via intraperitoneal en una dosis de 60 mg por cada kilo. Luego de 3 a 5
minutos, tiempo en el cual la anestesia hizo efecto, se realiz6 un corte en la linea media
abdominal para la apertura de la piel, seguidamente se realiz6 un corte en el ligamento
hepatofrénico, se retird el higado, se corto el diafragma de manera que colapsen los
pulmones. Luego se cortd el ligamiento carticofrénico y la aorta abdominal para permitir el
desangrado de la rata. Se realizo la extraccion de la sangre mediante perfusion, utilizando

una inyectadora de 10 cc solucion fisioldgica colocada en el ventriculo izquierdo (Figura
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2). La solucidn fisioldgica se colocé tres veces hasta completar un volumen de 30 cc. Una
vez extraida la sangre se procedié a inyectar 10 cc de formol al 20%, igualmente en el
ventriculo izquierdo. Luego de este procedimiento se decapito al animal para realizar la
extraccion cerebral, la cual se realizd luego de que la cabeza permaneciera 24 horas en un
congelador. Para ello se retir6 la piel hasta exponer el craneo, y luego se van retirando los
fragmentos de hueso hasta extraer el cerebro, el cual se almacena en un recipiente
previamente etiquetado con formol al 20%. EI protocolo experimental esta éticamente
validado, la cual garantiza que no se contravengan las normas bioéticas basicas de manejo y

cuidado de los animales.
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Ligadura temporal

Catéter hF

Ligadura temporal
Catéter

== m—~ Catéter

A
—— Caldter

Figura 2. Esquema del procedimiento quirdargico para aislar circulatoriamente el seno del cuerpo
caroitideo en la rata (a)y la insercion cerebral (b). aa, aorta abdominal; acc, arteria carétida comun; ace,
arteria carotida externa; aci, arteriacarotida interna; AF, arteria femoral; af, arteria faringea; AL, arteria
lingual; LCRa, liquido cefalorraquideo artificial; NSC, nervio del seno carotideo; NTSc, nicleo del tracto
solitario, RCC, receptores del cuerpo carotideo; sc, seno carotideo; SS, somatostatina; SY, seno yugular;

tc, tronco celiaco (Mendoza, et al., 2006)

Para visualizar el hipocampo, se realizaron cortes de 3mm de espesor, uno coronal a
nivel de Bregma -3,80 mm e interneural 5,20 mm, y un corte horizontal de Bregma -5,32
mm e interneural de 4,68 mm, utilizando como referencia el atlas estereotaxico del cerebro
de rata (Figura 3). Luego del corte se realizd un proceso de fijacion, que consistio en la
deshidratacién, aclaramiento e infiltracion del cerebro. Los tres pasos secuenciales permiten
remover toda el agua de los tejidos y reemplazarla con un medio que se solidifique y que
permita el corte. En la deshidratacion se utilizan alcoholes (isopropilico o etilico), en una
bateria de concentraciones que van desde la mas baja hasta la mas alta (Tabla 2) (Edna, et
al., 2010).
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Figura 3. Corte coronal y horizontal del cerebro, donde se representa las partes internas del cerebro de

Brain Paxinos.
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Luego de la deshidratacion los cortes se sumergen en Xilol (Tabla 2) y se embeben
en parafina liquida utilizando moldes de inclusién de acero inoxidable, en los cuales se deja
solidificar la parafina hasta que quede convertida en bloques, posteriormente se almacenan
en frio. Durante proceso de inclusion se coloco el tejido en el molde de acero inoxidable el
cual se lleno con la parafina, luego se colocd la cajilla de plastico que contendra el cddigo y
el tejido que se esta utilizando en ese momento. Rapidamente se forma el bloque, se le da la
forma al tejido con el fin de que posea la orientacién adecuada para el estudio utilizando
pinzas calentadas. Una vez transcurrido cerca de 10 minutos la parafina se solidifica, en ese
momento se procedié a separar el molde de la cajilla de inclusion (Edna, et al., 2010). El
corte se realiz6 en un microtomo a una 4 micra, utilizando una placa en la cual se tendra el
montaje del tejido. Se tomaron fotografias de los cortes con una camara digital Samsung de
8 MP, 10 x zoom, y se procesaron en el Programa ImageJ (Abramoff et al., 2004), para
obtener el volumen total hipocampal, ademas de realizar mediciones de la longitud de la
corteza auditiva primaria, el striatum y la corteza orbito frontal, en ambos hemisferios,

ademas del cuerpo calloso (Figura 4).

Tabla 1. Bateria de soluciones utilizadas para fijar los cortes de las estructuras cerebrales a nivel del

hipocampo.

Solucién Tiempo
Formol salino 20% 24 horas
Isopropanol 75% 30 min
Isopropanol 85% 30 min
Isopropanol 95% 30 min
Isopropanol 100% 30 min
Isopropanol 100% 30 min

Xilol 1 hora
Xilol 1 hora
Parafina (58°C) 1 hora
Parafina (58°C) 1 hora
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Figura 4. Regiones cerebrales a medir, A-) corte coronal del cerebroy B-) corte horizontal del cerebro
(Ezequiel Uribe & Francis Bolivar, 2016)

La corteza orbito frontal se midié solo tomando en cuenta el segmento vertical (para ver
espesor), de tal manera que esa region, la corteza sensitiva primaria y el cuerpo calloso
representard solo en espesor (unidimensional), mientras que a través del area se midio el
hipocampo y el striatum (bidimensional). Para todos los valores, se aplic una conversion
en relacion con la unidad de medida que trabajaremos (mm). Obviamente para aquellas a
las que se midi6 el area sera mm?. Ademés, a los cerebros de 4 semanas se aplicé una
reduccion del 25% a toda la data debido a que los cerebros a esa edad son 25% mas
pequefios que los de 7 o 10 semanas, no se realizdé con los cerebro de las otra semana
debido a que no hay diferencias significativas en tamafio del cerebro de 7 0 10 semanas por

lo que permanecen igual.
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6.5. Andlisis de Datos

Para el analisis de los datos se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) para
verificar diferencia del volumen hipocampal y longitud de la corteza auditiva primaria,
striatum, corteza orbito frontal y cuerpo calloso, entre grupos, comparando la diferencia de
las ratas sometidas a aislamiento y con las que no se le realizo el aislamiento, de la misma
manera a las que se suministro el farmaco y a las que no recibio el farmaco. La prueba de
Tukey se utilizo para probar si las medianas de dos muestras independientes son diferentes,
para el andlisis de los datos del laberinto como del volumen hipocampal. Se aplicé un
Analisis de Componentes Principales (ACP) para explorar diferencias entre los grupos
experimentales y la edad en funcion de las estructuras cerebrales medidas. Para todas las

pruebas se utilizo el programa PAST vs 3.01 (Hammer et al., 2001).

7. Resultados

El protocolo de separacion materna durante la lactancia ha sido ampliamente
utilizado para inducir estrés cronico durante la primera etapa de vida en las ratas y estudiar
sus efectos a largo plazo como la enfermedad de la esquizofrenia. En este caso, se
evaluaron por medio del farmaco (Memantina) el efecto que genera en las regiones
cerebrales con la finalidad de implementar el medicamento como una medida preventiva de
la enfermedad.

Para el hipocampo derecho se observaron diferencias significativas para todos los
tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=5,73, p<0,05; 7
semanas F=17,5, p<0,01; 10 semanas F=9,48, p<0,05), estos resultados se presentan en la
Figura 5. Para cada edad, las letras representan sefialan diferencias entre grupos, alli se
observa que para los individuos de las semanas 4 y 10 no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos con memantina, mientras que para las ratas de la
semana 7 si se observo diferencia con esta prueba, mientras que ninguno de los diagramas

presentan valores atipicos. Se tiene que el tratamiento control parra la edad de 4 semanas
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presenta diferencia estadistica con un mayor volumen del hipocampo derecho, sin embargo
para las semanas 7 y 10 de edad, se observa mayor volumen en el tratamiento que presenta
aislamiento materno.

Asi mismo se puede observar que el promedio de las muestras para la edad 4 de los
tratamientos 3 y 4 es relativamente igual encontrdndose entre los valores de 50,259 —
54,177 mm?, mientras que para el tratamiento 2 posee un promedio de 61,918mm?, ademés

se observa que el 1 se posee un valor de 84,914 mm>.

Para la edad 7 se observa que todas las muestras presentan diferentes promedios, sin
embargo entre los tratamientos 1, 3 y 4 poseen valores aproximados 84,244; 98,992;
69,058 mm?, mientras que para el tratamiento 2 posee un valor de 133,788 mm>.

Para la edad 10 los tratamientos 3 y 4 es relativamente igual encontrandose entre los
valores de 95,178 — 111,848 mm?, mientras que para el tratamiento 2 posee un promedio de
143,842 mm?, ademés se observa que el 1 se posee un valor de 120,888 mm?.
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Figura5. Diagrama de caja para los valores del hipocampo derecho para ratas macho de cuatro, siete y
diez semanas de edad en cada uno de los tratamientos. Para cada edad las letras sefialan diferencia entre
grupo. El control (con), las ratas que fueron sometidas a aislamiento materno (exp), las tratadas con
memantina y presentan aislamiento materno (men+aisl) y las tratadas con memantina sin aislamiento

materno (men-aisl)

Para el hipocampo izquierdo se observaron diferencias significativas para todos los
tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=15,8, p<0,01; 7
semanas F=29,6, p<0,01; 10 semanas F=17,5, p<0,01), estos resultados se presentan en la
Figura 6. Para cada edad, las letras sefiala diferencia ente grupo, alli se observa, que para
las ratas de la semana 7 y 10 no se visualizd diferencias al aplicar una prueba de Tukey
entre los tratamientos con memantina, mientras que para la semana 4 si se ve la diferencia.;
sin embargo ninguno de los diagramas presenta valores atipicos. Se tiene que el tratamiento
control parra la edad de 4 semanas presenta diferencia estadistica con un mayor volumen
del hipocampo izquiedo, sin embargo para las semanas 7 y 10 de edad, se observa mayor

volumen en el tratamiento que presenta aislamiento materno.
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Asi mismo, se puede observar que el promedio de la muestra para la edad 4 de los
tratamiento 2 y 3 es relativamente igual encontrandose entre los valores de 44,946 — 58,663
mm?, mientras que para el tratamiento 4 posee un valor de 65,775 mm?, ademés se observa

que para el 1 se posee un promedio de 79,629 mmZ.

Para la edad 7 se observa que todas las muestras presentan diferentes promedios, sin
embargo entre los tratamientos 1, 3 y 4 poseen valores aproximados 71,184; 76,620; 59,146
mm?, mientras que para el tratamiento 2 posee un valor de 149,436 mmZ.

Para la edad 10 los tratamientos 3 y 4 es relativamente igual encontrandose entre
los valores de 78,836; 57,556 mm?, mientras que para el tratamiento 2 posee un valor de

118,376 mm?, ademés se observa que para el 1 el promedio fue de 129,350 mm?.
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Figura 6. Diagrama de caja para los valores del hipocampo izquierdo para ratas macho de cuatro, siete y
diez semanas de edad en cada uno de los tratamientos. Para cada edad las letras sefialan diferencias entre
grupo. El control (con), las ratas que fueron sometidas a aislamiento materno (exp), las tratadas con
memantina y presentan aislamiento materno (men+aisl) y las tratadas con memantina sin aislamiento

materno (men-aisl)

Para el corteza frontal derecha se observaron diferencias significativas para todos
los tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=1,15, p>0,05; 7
semanas F=8,18, p<0,05; 10 semanas F=1,34, p<0,05), estos resultados se presentan en la
Figura 7. Para cada edad, las letras sefiala diferencia entre grupo, alli se observa que para
las semana de edad de 4, 7 y 10 no se ve una diferencia al aplicar una prueba de Tukey
entre los tratamientos con memantina, ademas ninguno de los diagramas presenta valores
atipicos. Se tiene que el tratamiento experimental que presenta aislamiento materno parra la
edad de 4 semanas muestra diferencia estadistica con un mayor volumen de la corteza
frontal derecha, sin embargo para la semana 7 de edad se observa mayor volumen en el

tratamiento que presenta control, mientas que para los individuos de la semana 10 de edad
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que tiene mayor volumen de la corteza frontal derecha en las ratas sometidas a aislamiento
materrno.

Asi mismo se puede observar que el promedio de las muestras para la edad 4 de
todos los tratamientos es relativamente igual encontrandose entre los valores de 0,862 —
0,939 mm?,

Para la edad 7 se observa que todas las muestras presentan diferentes promedios,
sin embargo entre los tratamientos 2, 3 y 4 poseen valores de 1,264 — 1,358 mm?, mientras
que para el tratamiento 1 posee un promedio de 1,650 mm? Para la edad 10 los
tratamientos 3 y 4 es relativamente igual encontrandose entre los valores de 1,334 — 1,372
mm?, mientras que para los tratamientos 1 y 2 posee un promedio de 1,410 — 1,96 mm?
No hay diferencias significativas en el volumen de la corteza frontal derecha entre
tratamientos, para las edades de 4 semanas y 10 semanas, indicando que esta estructura no
se ve afectada por el aislamiento ni por el uso del farmaco. Para la edad de 7 semanas hay

diferencia entre el control y los demas tratamientos.
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Figura 7. Diagrama de caja para los valores del corteza frontal derecha para ratas macho de cuatro, siete y
diez semanas de edad en cada uno de los tratamientos. Las letras representan diferencia entre grupos. El
control (con), las ratas que fueron sometidas a aislamiento materno (exp), las tratadas con memantina y
presentan aislamiento materno (men+aisl) y las tratadas con memantina sin aislamiento materno (men-

aisl)

Para el corteza frontal izquierda se observaron diferencias significativas para todos
los tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=6,58, p<0,05; 7
semanas F=5,94, p<0,05; 10 semanas F=6,30, p<0,01), estos resultados se presentan en la
Figura 8. Para cada edad, las letras presentan cambio entre grupo, alli se observa que para
las ratas de las semanas 4 y 10 no se obtiene diferencias al aplicar una prueba de Tukey
entre los tratamientos con memantina, mientras que para la semana 7 si se observaron
diferencias. Ademas ninguno de los diagramas presenta valores atipicos. Se tiene que el
tratamiento experimental que presenta aislamiento materno parra la edad de 4 semanas

muestra diferencia estadistica con un mayor volumen de la corteza frontal izquierda, de la
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misma manera se observa que para la semana 7 de edad, mientas que para los individuos de
la semana 10 de edad se tiene que el mayor volumen de la corteza frontal izquierda en las
ratas sometidas al efecto de la memantina.

Asi mismo se puede observar que el promedio de las muestras para la edad 4 de los
tratamientos 1, 3 y 4 es relativamente igual encontrandose entre los valores de 0,918 —

0,931 mm?, mientras que para el tratamiento 2 posee un valor de 1,040 mm?.

Para la edad 7 se observa que todas las muestras presentan diferentes promedios, sin
embargo entre los tratamientos 2, 3 y 4 poseen valores 1,430; 1,316; 1,146 mm?, mientras
que para el tratamiento 1 posee un promedio de 1,454 mm? Para la edad 10 los
tratamientos 3 y 4 con valores de 1,344 — 1,372 mm?, mientras que para el tratamiento 2

posee un promedio de 1,394 mm?, ademas se observa que para el 1 se posee 1,596 mm?.

36



1.80 1 A

1.56+ _— B B B
1441 ; %
1321 B

1.20 A
1.08 B B B
096

= 0 =

0.84

N
~
'—l
o

Volumen del corteza frontal Izquierda (mm2)
control
exp
men-+ais|
men-ais|
control
exp
men+ais|
men-ais|
control
exp
men+ais|
men-ais|

Edades (semanas)

Figura 8. Diagrama de caja para los valores del corteza frontal izquierda para ratas macho de cuatro,
siete y diez semanas de edad en cada uno de los tratamientos. Cada edad las letras sefialan diferencia entre
grupo. El control (con), las ratas que fueron sometidas a aislamiento materno (exp), las tratadas con
memantina y presentan aislamiento materno (men+aisl) y las tratadas con memantina sin aislamiento

materno (men-aisl)

Para el striatum derecho se observaron diferencias significativas para todos los
tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=27,7, p<0,01; 7
semanas F=8,02, p<0,05; 10 semanas F=16,2, p<0,01, estos resultados se presentan en la
Figura 9. Para cada edad, las letras representan diferencias entre grupo, alli se nota que para
las 7 y 10 semanas no se observaron diferencias al aplicar una prueba de Tukey entre los
tratamientos con memantina, mientras que para la semana 4 si se observaron. Se tiene que
ninguno de los diagramas presenta valores atipicos. Se tiene que el tratamiento
experimental que presenta aislamiento materno parra la edad de 4 semanas muestra

diferencia estadistica con un mayor volumen del striatum derecho, de la misma manera se
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observa que para la semana 7 de edad, mientas que para los individuos de la semana 10 de
edad se tiene que el mayor volumen del striatum derecho en las ratas sometidas al efecto de
la memantina.

Asi mismo se puede visualizar que el promedio de las muestras para la edad 4 de
todos los tratamientos es diferente, teniendo que el tratamiento 1 con 319,467 mm?, el
tratamiento 2 con 151,351 mm?, el 3 con 329,676 mm? y finalmente el tratamiento 4 con
129,587 mm?,

De la misma manera se observar que para la edad 7, el promedio de todos los
tratamientos es diferente, teniendo que el tratamiento 1 con 251,710 mm?, el tratamiento 2
con 305,798 mm?, el 3 con 223,896 mm? y finalmente el tratamiento 4 con 197,160 mm?.
Para la edad 10 se tiene que todos los tratamientos presentan un promedio diferentes, para
el tratamiento 1 con 334,998 mm? el tratamiento 2 con 368,762 mm?, el 3 con 247,072

mm? y finalmente el tratamiento 4 con 314,998 mm?.
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Figura 9. Diagrama de caja para los valores del striatum derecho para ratas macho de cuatro, siete y diez
semanas de edad en cada uno de los tratamientos. Cada edad las letras sefialan diferencias entre grupo. El
control (con), las ratas que fueron sometidas a aislamiento materno (exp), las tratadas con memantina y
presentan aislamiento materno (men+aisl) y las tratadas con memantina sin aislamiento materno (men-

aisl)

Para el striatum izquierdo se observaron diferencias significativas para todos los
tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=3,45, p<0,05; 7
semanas F=5,28, p<0,01; 10 semanas F=20,8, p<0,01), estos resultados se presentan en la
Figura 10. Para cada edad, las letras sefialan diferencias entre grupos, alli se observa que
para las semanas 4 y 7 no se observaron diferencias al aplicar una prueba de Tukey entre
los tratamientos con memantina, mientras que para la semana 10 si se observaron
diferencias. Se tiene que ningun diagrama presenta valores atipicos. Se observa que el
tratamiento experimental que presenta aislamiento materno parra la edad de 4 semanas

muestra diferencia estadistica con un mayor volumen del striatum izquierdo, para la
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semana 7 de edad el grupo con mayor volumen del stiatum izquierdo se encuentra en el
tratamiento de memantina con aislamiento, de la misma manera se tiene para los individuos

de la semana 10 de edad.

Asi mismo se puede observar que el promedio de las muestras para la edad 4 de los
tratamientos 2, 3 y 4 es relativamente igual encontrandose entre los valores de 148,697;

165,980; 148,534 mm?, mientras que para el tratamiento 1 posee un valor de 179,497 mm?.

Para la edad 7 se observa que el promedio de las muestras de los tratamientos 2, 3y
4 poseen valores de 205,640; 201,572; 198,184 mm?, mientras que para el tratamiento 1
posee un valor de 265,448 mm? Para la edad 10 se observa que todas las muestras
presentan diferentes promedios, sin embargo entre los tratamientos 1 y 4 presentan un
valor de 324,008 — 316,008 mm? aproximadamente, mientras que para el tratamiento 2
posee un valor de 392,368 mm?, ademas se observa que para el 3 se posee un promedio de
218,924 mm?,
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Figura 10. Diagrama de caja para los valores del striatum izquierdo para ratas macho de cuatro, siete y
diez semanas de edad en cada uno de los tratamientos. Para cada edad las letras sefialan diferencia entre
grupo. El control (con), las ratas que fueron sometidas a aislamiento materno (exp), las tratadas con
memantina y presentan aislamiento materno (men-+aisl) y las tratadas con memantina sin aislamiento

materno (men-aisl)

Para el corteza auditiva primaria derecha se observaron diferencias significativas
para todos los tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=19,5,
p<0,05; 7 semanas F=15,3, p<0,01; 10 semanas F=71,9, p<0,01), estos resultados se
presentan en la Figura 11. Para cada edad, las letras sefialan diferencia entre grupo, alli se
observa que para la semana 10 no se tiene diferencia al aplicar una prueba de Tukey entre
los tratamientos con memantina, mientras que para las 4 y 7 semanas si se observaron
diferencia.

Ademas se observa que ninguno de los diagramas presenta valores atipicos. Se tiene

que el tratamiento experimental que presenta aislamiento materno parra la edad de 4
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semanas muestra diferencia estadistica con un mayor volumen del corteza auditiva primaria
derecho, se observa que para la semana 7 de edad que el mayor volumen se encuentra en el
tratamiento control, de la misma manera se tiene en los individuos de la semana 10 de edad.

Asi mismo se puede ver que el promedio de las muestras para la edad 4 de los
tratamientos 1 y 3 es relativamente igual encontrandose entre los valores de 0,819 — 0,685
mm?, mientras que para el tratamiento 2 es de 0,953 mm?, ademas se observa que para el 4
se posee un valor de 0,581 mm?.

Para la edad 7 se observa que todas las muestras presentan diferentes promedios, sin
embargo entre los tratamientos 1 y 3 poseen valores de 1,010 — 1,098 mm?, mientras que
para el tratamiento 2 posee un promedio de 1,360 mm?, y para el tratamiento 4 posee
valores de 0,878 mm? Para la edad 10 los tratamientos 3 y 4 es relativamente igual
encontrandose entre los valores de 0,932 — 1,070 mm?, mientras que para el tratamiento 2
es de 1,596 mm?, ademés se observa que para el 1 es de 1,410 mmZ.
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Figura 11. Diagrama de caja para los valores del corteza auditiva primaria derecha para ratas macho de
cuatro, siete y diez semanas de edad en cada uno de los tratamientos. Para cada edad las letras sefialan
diferencia entre grupo. El control (con), las ratas que fueron sometidas a aislamiento materno (exp), las
tratadas con memantina y presentan aislamiento materno (men-+aisl) y las tratadas con memantina sin

aislamiento materno (men-aisl)

Para el corteza auditiva primaria izquierda se observaron diferencias significativas
para todos los tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=19,7,
p<0,01; 7 semanas F=23,4, p<0,01; 10 semanas F=14,9, p>0,05), estos resultados se
presentan en la Figura 12. Para cada edad, las letras sefialan diferencias entre grupo, alli se
observa que para la semana 4 no se tiene diferencias al aplicar una prueba de Tukey entre
los tratamientos con memantina, mientras que para las semanas 7 y 10 si se observaron
diferencias, sin embarga ninguno de los diagramas presentan valores atipicos. Se tiene que

el tratamiento experimental que presenta aislamiento materno parra la edad de 4 semanas
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muestra diferencia estadistica con un mayor volumen del corteza auditiva primaria
izquierda, de la misma manera se observa que para las semanas 7 y 10 de edad.

Asi mismo se tiene que el promedio de las muestras para la edad 4 de los
tratamientos 3 y 4 es relativamente igual encontrandose entre los valores de 0,519 — 0,592
mm?, mientras que para los tratamientos 1y 2 posee valores de 0,756 — 0,764 mm?®.

Para la edad 7 se observa que todas las muestras presentan diferentes promedios,
para el tratamientos 1 posee un valor de 1,144 mm?, mientras que para el tratamiento 2 es
de 1,364 mm?, el tratamiento 3 tiene valores de 1,024 mm? y el tratamiento 4 de 0,730
mm?. Para la edad 10 los tratamientos 1 y 4 es relativamente igual encontrandose entre los
valores de 0,900 — 1,066 mm?, mientras que para el tratamiento 2 posee un promedio de

1,400 mm?, ademés se observa que para el 3 es de 0,900 mm?.
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Figura 12. Diagrama de caja para los valores del corteza auditiva primaria izquierda para ratas macho de
cuatro, siete y diez semanas de edad en cada uno de los tratamientos. El control (con), las ratas que fueron
sometidas a aislamiento materno (exp), las tratadas con memantina y presentan aislamiento materno

(men+aisl) y las tratadas con memantina sin aislamiento materno (men-aisl)

Para el cuerpo calloso se observaron diferencias significativas para todos los
tratamientos al aplicar un ANOVA para las tres edades (4 semanas F=0,37, p>0,05; 7
semanas F=12,6, p<0,05; 10 semanas F=3,72, p<0,05), estos resultados se presentan en la
Figura 13. Para cada edad, las letras sefialan diferenciasentre grupos, alli se tiene que para
la semana 4 no se observaron diferencias al aplicar una prueba de Tukey entre los
tratamientos con memantina, mientras que para las semanas 7 y 10 de edad si presentan
diferencias. Se visualiza que ningun diagrama presenta valores atipicos. Se tiene que el
tratamiento experimental que presenta aislamiento materno parra la edad de 4 semanas

muestra diferencia estadistica con un mayor volumen del cuerpo calloso, de la misma
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manera se observa que para la semana 7 de edad, mientas que para los individuos de la
semana 10 de edad se tiene que el mayor volumen del cuerpo calloso en las ratas del grupo
control.

Asi mismo se tiene que el promedio de las muestras para la edad 4 de los
tratamientos 1,2, 3 y 4 es relativamente igual encontrandose entre los valores de 0,232;
0,231; 0,225; 0,241 mm?,

Para la edad 7 se observa que todas las muestras presentan diferentes promedios, sin
embargo entre los tratamientos 3y 4 poseen valores de 0,242 — 0,274 mm?, mientras que
para los tratamientos 1y 2 posee un promedio de 0,316 — 0,380 mm?. Para la edad 10 los
tratamientos 3 y 4 son de 0,286 — 0,306 mm? finalmente para los tratamiento 1 y 2

presentan los valores de promedio de 0,314 —0,382 mm?.

46



Volumen del cuerpo calloso (mm?2)

0.20

0.164

0.124

H[H »
|.|]]_¢:>

>
w
oz}
(@]

HLH
[
-

AB

10

AB

control

exp

men+ais|

men-ais|

control
exp
men+ais|

men-ais|

control

exp

men+ais|

men-ais|

Edades (semanas)

Figura 13. Diagrama de caja para los valores del cuerpo calloso para ratas macho de cuatro, siete y diez
semanas de edad en cada uno de los tratamientos. Para cada edad las letras sefialan diferencia entre
grupo. El control (con), las ratas que fueron sometidas a aislamiento materno (exp), las tratadas con

memantina y presentan aislamiento materno (men+aisl) y las tratadas con memantina sin aislamiento

materno (men-aisl)

Tal como se observa en la figura 14, los tratamientos aplicados y el control se
diferencian como grupos discretos y sin solapamiento, lo que indica que las variables
memantina y asilamiento hacen que se diferencien entre si los individuos de la edad de 4
semanas. La varianza acumulada entre los tres primeros componentes es 71,28% segun el
biplot las variables que se observa en la tabla Il (anexos). Los tratamientos con
memantina se ubican en los cuadrantes 111 y 1V, el tratamiento control en el cuadrante I, y
el que se sometio a aislamiento materno entre los cuadrantes 11 y Ill. El tratamiento 1 y 2

gue no se encuentra bajo el efecto de la memantina, tiene una marcada diferencia con los

47



tratamientos 3 y 4 que actlan bajo el efecto de la memantina. El tratamiento 2 esta
relacionado con la corteza frontal izquierda, corteza auditiva primaria derecha y la
izquierda, sin embargo el color verde pertenece al tratamiento 1 se encuentra relacionada
con el hipocampo derecho y el izquierdo, la corteza frontal derecha, el striatum derecho y
el izquierdo; por otro lado se visualiza que el tratamiento 3 que es el de color negro y el 4
que es el naranja, ambos se encuentran relacionadas con el cuerpo calloso, estos resultados
se reflejan en la prueba de Tukey (figura 13), en la misma se afirma una relacion existente

entre el tratamiento 3 y 4; en latabla IV (anexos) se observa la relaciones de las variables.

Por otro lado se tiene que las pendientes son diferentes al igual que su inclinacion
para cada tratamiento, teniendo las de mayor tamario el tratamiento 1 y el 2, sin embargo se
observa que los tratamientos con memantina (3 y 4) mantiene un comportamiento similar
debido a la poca dispersion de los datos, es decir se infiere que el farmaco ejerce un control

semejante en todos los individuos.
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Figura 14. Biplot para los datos de regiones cerebrales medidos en ratas de 4 semanas de edad. Los
vectores representan las estructuras cerebrales teniendo al hipocampo derecho (hip der) e izquierdo (hip
izq), corteza frontal derecha (cf der) e izquierda (cf izq), striatum derecho (stri der) e izquierdo (stri izq),

corteza auditiva primaria derecha (cap der) e izquierdo (cap izq) finalmente cuerpo calloso (cc)

En la figura 15 se puede observar que los tratamientos aplicados y el control se
diferencian como grupos discretos y sin solapamiento lo que indica que las variables
memantina y asilamiento hacen diferencien entre si los individuos de la edad de 7 semanas.
La varianza acumulada entre los dos primeros componentes es 78,34%. Los tratamientos
con memantina se ubican en los cuadrantes Il y 11, el tratamiento control en el cuadrante I,
y el que se someti¢ a aislamiento materno entre los cuadrantes I1V. Cada tratamiento va a
influir con cada variable dependiendo de la region cerebral, el tratamiento 1 y 2 que no
actlan bajo el efecto de la memantina, tiene una marcada diferencia con los tratamientos 3
y 4 que actuan bajo el efecto de la memantina. El tratamiento 2 que es el azul estd
relacionado con la corteza auditiva primaria derecha y la izquierda y con el hipocampo

derecho y el izquierdo, sin embargo el color verde pertenece al tratamiento 1 se encuentra

49



relacionada con el cuerpo calloso, la corteza frontal derecha y la izquierda, el striatum
derecho y el izquierdo; por otro lado se visualiza que el tratamiento 3 que es el de color
negro tiene relacion con todas regiones cerebrales y el 4 que es el naranja no se observar
algun vector asociado a este tratamiento; en la tabla VI (anexos) se observa la relaciones de

las variables.

Por otro lado se tiene que las pendientes son diferentes al igual que su inclinacion
para cada tratamiento, teniendo las de mayor tamafio el tratamiento 1, 2 y el 3, sin embargo
se observa que el tratamiento con memantina 4 mantiene un comportamiento similar
debido a la poca dispersion de los datos, es decir se infiere que el farmaco ejerce un control

en los individuos.
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Figura 15. Biplot para los datos de regiones cerebrales medidos en ratas de 7 semanas de edad. Los
vectores representan las estructuras cerebrales teniendo al hipocampo derecho (hip der) e izquierdo (hip
izq), corteza frontal derecha (cf der) e izquierda (cf izqg), striatum derecho (stri der) e izquierdo (stri izq),

corteza auditiva primaria derecha (cap der) e izquierdo (cap izq) finalmente cuerpo calloso (cc)

Como se puede observar en la figura 16, los tratamientos aplicados y el control se
diferencian como grupos discretos y con solapamiento, lo que indica que las variables
memantina y asilamiento hacen diferencien entre si los individuos de la edad de 10
semanas. . La varianza acumulada entre los dos primeros componentes es 73,78%. Los
tratamientos con memantina se ubican en los cuadrantes Il y 11, el tratamiento control en el
cuadrante I, y el que se sometié a aislamiento materno entre los cuadrantes Il. Cada
tratamiento va a influir con cada variable dependiendo de la region cerebral, el tratamiento
1y 2 que no acttan bajo el efecto de la memantina, tiene una marcada diferencia con los
tratamientos 3 y 4 que actuan bajo el efecto de la memantina. El tratamiento 2 que es el
azul esta relacionado con la corteza auditiva primaria derecha y a izquierda y con el

hipocampo derecho, cuerpo calloso y el striatum derecho y el izquierdo, sin embargo el
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color verde pertenece al tratamiento 1 se encuentra relacionada con el hipocampo izquierdo
y la corteza frontal derecha y la izquierda; por otro lado se visualiza que el tratamiento 3
que es el de color negro y el 4 que es el naranja, no se observa algln vector relacionado
con estos tratamientos, dando como indicativo que la memantina no genera ningun efecto
en esta edad. Sin embargo el tratamiento 4 es el que representa mayor area que los demas
tratamiento, también se visualizar que se superpone la regién naranja con la negra; en la

tabla VIII (anexos) se observa la relaciones de las variables.

Por otro lado se tiene que las pendientes son diferentes al igual que su inclinacién
para cada tratamiento, sin embargo se observa que el tratamiento con memantina 4
mantiene una gran dispersion de datos y ademas es el que representa la mayor area en el

grafico.
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Figura 16. Biplot para los datos de regiones cerebrales medidos en ratas de 10 semanas de edad. Los
vectores representan las estructuras cerebrales teniendo al hipocampo derecho (hip der) e izquierdo (hip
izq), corteza frontal derecha (cf der) e izquierda (cf izq), striatum derecho (stri der) e izquierdo (stri izq),

corteza auditiva primaria derecha (cap der) e izquierdo (cap izq) finalmente cuerpo calloso (cc)

Como se puede observar en la figura 17, la edad marca una diferencia para cada
tratamiento, ocurriendo solapamiento para las ratas de la 7™y 10™ semana de edad, lo que
indica que las variables memantina y asilamiento hacen diferencien entre si en cada
individuo. La varianza acumulada entre los dos primeros componentes es 83,41% Cada
tratamiento va a influir con cada variable dependiendo de la region cerebral; los
tratamientos con memantina se ubican en el centro de la figura no se encuentra tan
separados del grupo control; claramente se observa que para las ratas de 4 semanas de edad
no se encuentra ninguna vector asociado, esto se debe a que la enfermedad se expresa en la
juventud del individuo. Se observa ademas que las variables que aporta mayor informacion
en el sistema es el hipocampo izquierdo, sin embarga se puede visualizar que todas las
variables se encuentran tanto en las ratas de 7 semana de edad como a las de 10; en la tabla

X (anexos) se observa la relaciones de las variables.
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Por otro lado se tiene que las pendientes son diferentes al igual que su inclinacion
para la semana de edad 7 y 10, a pesar de ser las representadas por la mayor area, presentan
también una gran dispersion de sus datos. De la misma manera se infiere que a medida que
avance la edad mayor sera el efecto de la enfermedad, por lo que el fArmaco ejerce un papel
crucial en la enfermedad, manteniendo mayor cercania los individuos tratados con el

tratamiento de la menmantina hacia el grupo control.
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Figura 17. Biplot para las regiones cerebrales medidas en ratas de 4, 7 y 10 semanas de edad., Las ratas
de la semana 4 son las de color rojo, las de la semana 7 son las negras y las de la semana 10 son las de

color amarillo. Los vectores representan las estructuras cerebrales teniendo al hipocampo derecho (hip

der) e izquierdo (hip izq), corteza frontal derecha (cf der) e izquierda (cf izq), striatum izquierdo (stri izq),

corteza auditiva primaria derecha (cap der) e izquierdo (cap izq) finalmente cuerpo calloso (cc)

A continuacién se presentan los resultados relacionados al desempefio de los
individuos de las tres edades y para cada uno de los tratamientos en el laberinto en T, a
partir de esta prueba se evidencia el efecto del aislamiento y del farmaco sobre la memoria.

En la figura 18, se muestra el diagrama de caja para el laberinto en T de las ratas de la
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semana 4, se observa que la distribucion de los porcentajes del error de las ratas en
diferentes tratamientos es asimétrica, no existen valores atipicos. Asi mismo se puede
observar que la promedio de la muestra para los primeros tres tratamientos es relativamente
igual encontrandose entre los valores de 1,6 — 1,2 %; mientras que el tratamiento cuatro
posee una media de aproximadamente 2,4 %. También se observa que la variabilidad de los
errores de las ratas que tratadas con Memantina y que no reciben aislamiento es mayor que
todos los demas tratamientos. Sin embargo la variabilidad de los datos es muy similar para
los primeros tres tratamientos (control, experimental, menantina con aislamiento), la media
tiene un valor de 21,75 %.
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Figura 18. Diagrama de caja para los valores obtenidos en la prueba del T-maze para ratas macho de
cuatro semanas de edad en cada uno de los tratamientos, el control (con), las ratas que fueron sometidas a
aislamiento materno (exp), las tratadas con memantina y presentan aislamiento materno (men+aisl) y las

tratadas con memantina sin aislamiento materno (men-aisl)

En la figura 19, se muestra el diagrama de caja para el laberinto en T de las ratas de
la semana 7, se observa que la distribucion de los porcentajes del error de las ratas en

diferentes tratamientos es asimétrica, no existen valores atipicos. Asi mismo se puede
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observar que la mediana de la muestra para el tratamientos 1 y 4 es relativamente igual
encontrandose entre los valores de 2,0 — 1,2 %; mientras que el tratamiento dos posee una
media de aproximadamente 2,6 %, ademas se observa que para el 3 se posee una media de
1,0 % la cual corresponde al valor mas bajo de las mediana. También se observa que la
variabilidad de los errores de las ratas experimental es mayor que todos los demas

tratamientos, con una media de 12,5 %.
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Figura 19. Diagrama de caja para los valores obtenidos en la prueba del T-maze para ratas macho de
septima semanas de edad en cada uno de los tratamientos, el control (con), las ratas que fueron sometidas
a aislamiento materno (exp), las tratadas con memantina y presentan aislamiento materno (men-+aisl) y las

tratadas con memantina sin aislamiento materno (men-ails)

En la figura 20, se muestra el diagrama de caja para el laberinto en T de las ratas de
la semana 10, se observa que la distribucion de los porcentajes del error de las ratas en
diferentes tratamientos es asimétrica, no existen valores atipicos. Asi mismo se puede
observar que la mediana de la muestra para el tratamientos 1, 3 y 4 es relativamente igual

encontrandose entre los valores de 1,6 — 1,2 %; mientras que el tratamiento dos posee una
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media de aproximadamente 2,1 %. También se observa que la variabilidad de los errores de
las ratas experimental es mayor que todos los demas tratamientos. Sin embargo la
variabilidad de los datos es muy similar para los tratamientos (control, menantina con y sin

aislamiento), con una media de 7,2 %
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Figura 20. Diagrama de caja para los valores obtenidos en la prueba del T-maze para ratas macho de
decima semanas de edad en cada uno de los tratamientos, el control (con), las ratas que fueron sometidas a
aislamiento materno (exp), las tratadas con memantina y presentan aislamiento materno (men-+aisl) y las

tratadas con memantina sin aislamiento materno (men-aisl)

8. Discusion

El hipocampo, es una estructura del sistema limbico localizada al interior del 16bulo
temporal, vinculada a la memoria y los aprendizajes, ademas establece masivas conexiones

neuronales con diversas regiones de la corteza cerebral. En él es posible identificar cuatro
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areas denominadas cuernos de Amén (CAl, CA2, CA3 y CA4) donde CAL es de suma
importancia y si se modifica su estructura, consecuentemente se modifica su funcionalidad,
lo que se manifiesta en una pérdida progresiva de la memoria y de la capacidad de
aprendizaje. Juega un papel importante en las respuestas ante estimulos novedosos. Al
afectarse esta estructura se reduce la tendencia del animal a explorar flexiblemente su
ambiente y perseveran en ellos comportamientos previamente adquiridos. La incapacidad
para reaccionar a estimulos, es debido a los receptores MRs los cuales estan relacionados
con el proceso de seleccion de respuesta, y por tanto determinan el patron de conducta
generado por un nuevo ambiente. Ademas, el deterioro del funcionamiento hipocampal
reduce el aprendizaje, la memoria espacial y la habilidad para explorar adecuadamente el
ambiente (Raber, 1998). A nivel comportamental, los receptores NMDA, la liberacién de
acetilcolina y la alteracién de sistemas monoaminérgicos estan involucrados con el
aprendizaje y la memoria, la respuesta de estrés, la depresion, la neuroproteccion y la
farmacodependencia (Maurice, et al. 2001).

Sin embargo, esta especializacion funcional del sistema puede verse alterada,
positiva 0 negativamente, en dependencia de factores internos y externos, tanto en el
hombre como en el animal. Los estudios en neuroanatomia y neurofisiologia demuestran
una topografia similar en la organizacion de la corteza motora, somatosensorial, visual y
auditiva entre los mamiferos. En los procesos de memoria, ambas especies tiene la
capacidad de almacenar informacion de corto plazo o informacién cortical de mas larga
duracion (Otani, 2004).

De acuerdo a los resultados de este trabajo, podemos ver que la memantina ejerce
un efecto diferencial con respecto a las edades, comenzando a observarse una diferencia a
partir de la semana 7 de edad , esto podemos asociarlo con la diferenciacion neural ; en la
etapa adulta, los animales lesionados presentan conductas relacionadas con los sintomas
positivos y negativos de la esquizofrenia, como hiperlocomocion, reduccion de la

inhibicidn por prepulso, déficit de memoria y decremento en la Interaccion Social, entre
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otras (Le Pen et al., 2000). Diamond et al. en (1981), estudiaron la asimetria morfol6gica
cortical en ratas normales de ambos sexos; sus resultados indicaban que regiones
especificas de la corteza cerebral derecha del adulto joven de rata machos es méas espesas
que las correspondiente regiones del hemisferio izquierdo. En contraste, en el adulto joven
hembra, regiones concretas en la corteza izquierda tenian el mismo espesos que en la
derecha. Sin embargo Van Eden et al. en (1984), estudiaron el volumen de distintas
subareas de la corteza prefrontal de ratas durante el desarrollo, tanto en macho como en
hembras, encontrando una asimetria de predominio izquierda en el volumen de dos
subareas de la corteza prefrontal medial, y una asimetria de predominio derecho en el
volumen de la corteza frontal orbital. Tales asimetrias cambian con el desarrollo, indicando
tasas diferentes de crecimiento para diversas partes izquierdas y derechas de la corteza
prefrontal. Galaburda et al. (1986) han demostrado histolégicamente que la corteza visual
primaria de la rata presenta una asimetria en el volumen. Finalmente, Heine y Galaburda
(1986) especulan sobre la posibilidad de que esta asimetria esté relacionada con
determinadas conductas espaciales y emocionales, en las que el hemisferio derecho es el

dominante.

No fue hasta (1984) cuando Sherman y Galaburda realizaron estudios con ratas en
un entorno rico y pobre en estimulos. Una vez adulta estudiaron el volumen neocortical,
teniendo que el neocortez derecho del macho era mayor que el izquierdo. En este mismo
sentido, Denenberg et al. (1978) investigaron la posibilidad de que los efectos de
experiencias tempranas se distribuyeran de forma asimetrica en ambos hemisferios de la
rata, concluyendo que, como ocurre en el ser humano, el hemisferio derecho de la rata
participa fundamentalmente en conductas espaciales y emocionale. Por su parte, el
hemisferio izquierdo de mamiferos y de aves ha demostrado estar especializado para
funciones comunicativas. Teniendo que Mendoza et al. (2014) menciona que en el modelo
de lesion neonatal del hipocampo ventral en ratas (LNHV), tiene como base la hipétesis del
neurodesarollo, ya que postula que en la esquizofrenia la migracion neuronal esta alterada

en el segundo trimestre de gestacion (primeros dias neonatales en roedores), y afecta a
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varios de los sistemas de neurotransmision relacionados en esquizofrenia (Lipska, et al.,
2000). En la etapa adulta es donde se observa conductas relacionadas con la esquizofrenia,
como hiperlocomocion, déficit de memoria, pérdida de interaccidn social e inhibicion de
prepulso; por medio de su estudio, se muestra que las conductas relacionadas con la
esquizofrenia se presentaron Unicamente en el grupo de animales adultos lesionados. En la
etapa juvenil, las ratas lesionadas presentaron comportamientos muy parecidos a las no

manipuladas y a las falsamente lesionadas (Lipska, et al., 2000).

Cabe mencionar que Lipska et al. (2000) y Al-Amin et al. (2004) Compararon
también animales con estas edades y encontraron que ambos grupos presentaban
hiperlocomocion, pero en sus trabajos la hiperlocomocion de los animales jovenes era
menor que la observada en los animales adultos. En lo referente al reconocimiento de
objetos, el deterioro cognitivo, reflejado como una pérdida de memoria de trabajo, es una
caracteristica representativa de la esquizofrenia (Flores et al., 2005). En el modelo de
LNHV se presenta un deterioro posiblemente relacionado con el dafio en la corteza
prefrontal, derivado de la lesion en el hipocampo ventral en edad neonatal (Mendoza et al.,
2014). En este grupo, los animales adultos lesionados presentaron pérdida de memoria; el
tiempo de la exploracion del objeto no familiar fue muy similar o menor al tiempo de
exploracién del objeto familiar. La pérdida de memoria Gnicamente se presenté en el grupo
de animales adultos lesionados; el de animales juveniles presentd tendencias de déficit de

memoria.

Otros autores han medido la memoria mediante el laberinto radial o en T; es posible que
con estas pruebas el animal se exponga a mas estrés que el que se le produce con la prueba

de reconocimiento de objetos. Ademaés, estas pruebas miden la memoria a largo plazo y en
el trabajo del modelo LNHYV con la prueba de reconocimiento de objetos, s6lo midieron la
memoria de trabajo a corto plazo; sin embargo nuestros resultado arrojan que con el uso de
la memantina, la memoria de la rata se ve mejorada, disminuyendo el porcentaje de error de

las entradas al laberinto.
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En este mismo sentido, se ha visto que en pacientes con esquizofrenia, después del
proceso de poda neuronal, la mayoria de los sintomas de la esquizofrenia se observan con
mayor claridad, coincidiendo justo con el momento después de que se haya realizado este
proceso, razon por la cual en los adolescentes resulta dificil observar con certeza los
sintomas relacionados con la esquizofrenia, por lo cual el diagnostico de la enfermedad se

realiza tardiamente (Teicher, et al., 1995)

Es por ello que se implementa el uso de farmacos como la memantina para trastorno
de dicha enfermedad, teniendo que la memantina es un derivado de la amantadina, que se
utiliza habitualmente en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y el Alzheimer desde
1978 (Nikolajsen, et al., 2000). Es un antagonista no competitivo de los receptores NMDA.
Dicho compuesto, disminuye la facilitacion intracortical y aumenta la inhibicion
intracortical (Schwenkreis, et al., 2003). Experimentalmente ha demostrado caracteristicas
antinociceptivas en la fase secundaria a la inflamacién inducida por la prueba de la
formalina. Previene el desarrollo de la hiperalgesia en el modelo artritico de la rata
inducido por la carreginina. En el modelo de dolor mononeuropéatico de Chungkin, se ha
demostrado que reduce la hiperalgesia térmica y mecénica.

La mayor parte de la caracterizacion farmacoldgica de sus efectos en diversos
modelos in vitro e in vivo se ha centrado sobre sus efectos en las capacidades cognitivas del
individuo y especialmente sus efectos a largo plazo relacionados con el mejoramiento de
las enfermedades mentales (El-Mallakh & Abraham, 2007; Xie et al., 2007) a través de
una sintomatologia que iria desde alteraciones leves del estado de animo hasta ira,
agresividad y depresion (Parrott et al., 2002; Parrott, 2002; Bond et al., 2004). No ha
demostrado su efectividad en la neuralgia postherpética (Nikolajsen, et al., 2000). Entre sus
efectos adversos se encuentran: nauseas, cansancio, vertigo, agitacion y cefalea (Wiech K
et al., 2004; Nikolajsen, et al., 2000).
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Como se puede observar Briones et al., ( 2015) demuestra que la inyeccion de dosis
aguda o subcronicas de diversos antagonistas 5-HT6 como el SB-271046, SB-317114, el
R0-046790, etc., en dosis que oscilaban entre 1- 30 mg/kg, administradas por via oral o
intraperitoneal ejercieron un efecto procognitivo cuando los animales fueron
experimentados en diferentes pruebas conductuales de: reconocimiento social (PRS)
(Loiseau et al., 2008) , espontaneidad (PE) (Mohler et al., 2012), automoldeamiento (PAM)
(Perez-Garcia , 2005), laberinto acuético de Morris (LAM) (Woolley et al., 2001; Rogers,
2001; Stean et al., 2002) y modelo de reconocimiento de un objeto nuevo (MRON)
(Stean, et al., 2002, Mitchell ES et al., 2006; Kendall I et al., 2011; King MV, et al.,
2004). Destaca la prevalencia de estudios con esquemas agudos y el uso de diversos
antagonistas del R5-HT6, ademas de que se observan escasos estudios con agonistas de este
receptor, como lo reportado por Kendal et al. (2011) Finalmente, es sorprendente que la
administracion conjunta de dosis agudas y suboptimas tanto de un antagonista del RNMDA
(memantina) como de un agonista del R5-HT6 (E-6801), logro mejorar la memoria de ratas
experimentadas en el MRON (Kendall I, et al., 2011).

Por otro lado, Uno de los receptores mas importantes activado por el glutamato es el
receptor N-metil-D- aspartato (NMDA), que se ha comprobado que interviene en la
potenciacion a largo plazo (LTP). Se cree que la LTP es el principal mecanismo neuronal
responsable del aprendizaje y la memoria. Los farmacos para combatir la demencia se
consideran eficaces si logran estabilizar o retrasar la progresion de los sintomas de la
enfermedad. La memantina es el primer farmaco de una nueva clase terapéutica, los
antagonistas de los receptores NMDA, para el tratamiento de los pacientes con enfermedad
como el alzheimer de moderadamente grave a grave. Gracias a su singular mecanismo de
accion, la memantina restablece la transmisién neuronal glutaminérgica fisiologica y evita
los efectos excitotoxicos producidos por los valores tonicos patoldgicamente elevados del

glutamato sinéptico, que pueden dar lugar a una disfuncion neuronal (Carretero, 2004).
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Otros estudios clinicos han mostrado que (Churchwell et al., 2010; Stone SS et al.,
2011) el hipocampo es una estructura critica para procesar y recordar informacion espacial
y contextual. Esta memoria puede ser evaluada en humanos y en modelos animales, en los
cuales la solucion de la tarea depende de la informacion disponible. Experimentos con ratas
han mostrado que las lesiones hipocampales afectan negativamente la adquisicion y
retencion del aprendizaje espacial cuando las ratas son entrenadas en la bldsqueda de una
plataforma oculta pocos centimetros por debajo del agua (laberinto acuatico de Morris)
(Morris RG ,1984; Moser E et al., 1993, Laursen et al., 2014; Hales JB et al.,2015). Las
afectaciones en el aprendizaje espacial son proporcionales con el volumen de tejido dafiado
y dependen de la region anatomica del hipocampo lesionado (Strange, et al., 2014). Las
lesiones hipocampales parecen deteriorar especificamente el aprendizaje y la memoria
espacial, ya que las ratas con el hipocampo dafiado muestran dificultades para aprender
tareas espaciales como la localizacién de una plataforma escondida pero no para adquirir
una tarea de discriminacion no espacial (Strange et al., 2014; Hales et al., 2014). Sin
embargo con el laberinto en T utilizado y la suministracion de la Memantina se observé que
la memoria se favorece con el tratamiento teniendo un porcentaje de error en la rata para la
semana 4 de edad el valor més alto de error, pero se observa ademas que para la semana 7
de edad la rata tuvo como porcentaje bajo comparado con la edad 4, en los tratamientos
con el farmaco lo que da un indicio de que la memantina esta generando un efecto positivo
en la memoria; finalmente para la edad de la semana 10 donde la rata se encuentra en la
adultez, se observa que el tratamiento de la memantina tienen los porcentajes méas bajo.
Entonces, parece claro que el hipocampo juega un papel critico para procesar y recordar

informacidn espacial.

Por otro lado, tanto el estriado como el hipocampo presentan conexiones con la
corteza prefrontal. En estudios con modelos animales se ha visto que la lesion de la corteza
prefrontal medial se asocia con grandes dificultades en la ejecucion de aprendizajes de

repuesta en laberinto acuaticos (de Bruin et al., 1997; Mogensen et al., 2005). Ademas se
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ha observado que ablaciones bilaterales de la corteza prefrontal en rata dificultan la
ejecucion de tareas de alternancia demorada espaciales empleando el laberinto en T
(Wikmark et al., 1973; Wortwein et al., 1993).

En los modelos animales de la esquizofrenia, segin Le Pen et al. (2000) se induce
una pequefia lesion excitotdxica en el hipocampo del cerebro inmaduro de ratas neonatas,
dando oportunidad a su posterior maduracion. En la etapa adulta, los animales lesionados
presentan conductas relacionadas con los sintomas positivos y negativos de la enfermedad,
como es el caso de la hiperlocomocion, la reduccion en la inhibicién por prepulso, el déficit
de memoria y el decremento en la interaccion social entre otras (Le Pen et al., 2000). Como
se menciond anteriormente, el modelo estd basado en la hipétesis del neurodesarollo, ya
que ésta postula que en la esquizofrenia la migracion neuronal es alterada en el segundo
trimestre de gestacion (primeros dias neonatales en roedores), afectando varios de los
sistemas de neurotransmisién relacionados en esquizofrenia (Lipska & Weinberger, 2000);
teniendo que con el uso de la mentantina, el volumen hipocampal de las ratas no es
afectado al transcurrir el tiempo de vida (semana 4, 7 y 10); los cerebros de la semana 4
presentan valores menores que los de la semana 7 mientras que para los de la semana 10
poseen valores intermedios; estos cambio en las longitudes se debe ademas a la edad que
presentan las ratas debido a su crecimiento y desarrollo, sim embargo, las medidas se
encuentra cercanas al grupo control lo que indica que la memantina ejerce un efecto

positivo, lo que infiere ademas a ser utilizada como farmaco de estas enfermedades.

En resumen, los resultados obtenidos, evidenciaron la gran eficacia de la memantina
en la reversibilidad de las alteraciones cognitivas en ratas producidas por el aislamiento
materno y el t-maze, lo que sugiere que podria arrojar buenos resultados al ser empleada

como tratamiento de pacientes esquizofrénicos.
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10.

Conclusiones

La memantina presenta un efecto positivo sobre el trabajo de memoria el cual se logro
visualizar en la prueba del laberinto en T, teniendo la media para la edad 4 de 21,75 % del
porcentaje de error, para la edad 7 de 12, 5 % del porcentaje de error y para la edad 10 de
7,2 % del porcentaje de error.

Como puede observarse, los resultados obtenidos con la memantina en ensayos controlados
apuntan hacia un efecto favorable sobre las funciones cognitivas de las ratas con la
enfermedad.

Los resultados indican que la memantina serviran de ayuda para guiar la practica clinica de
los médicos, para disefiar programas de salud mas eficientes y para mejorar la investigacion
clinico-terapéutica en el &mbito de las enfermedades mentales.

El uso de memantina puede resultar beneficioso, en la disminucién de la lesion cerebral y

sus secuelas, en pacientes esquizofrénicos.

Recomendaciones

Realizar un estudio de los efectos secundarios que genera el uso de la memantina con el fin
de evitar generar dafios por el uso del farmaco.

Realizar un estudio que determine la diferencia estructural con respecto a la informacion
que aporta o no cada hemisferio cerebral en la esquizofrenia para generar un enfoque mas
amplio y especifico del farmaco.

Realizar otras pruebas conductuales en ratas utilizando el farmaco como por ejemplo
modelo artritico de la rata inducido por la carreginina, el modelo de dolor mononeuropético
de Chungkin, : reconocimiento social, espontaneidad , automoldeamiento, laberinto
acuatico de Morris y modelo de reconocimiento de un objeto nuevo con ratas inducidas a
aislamiento materno utilizada en otros estudios de enfermedades mentales para asi tener

mayor informacion del farmaco en la enfermedad de la esquizofrenia .
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12. Apéndice

Tabla # 1 ANOVA hipocampo derecho de la semana 4

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 3607.27 1202.42 5.73 0.0074
Error 16 3358.53 209.91

Total 19 6965.81

Grand Mean 62.817 CV 23.06

Tabla # 2 Tukey HSH Comparacion de pares hipocampo derecho de la semana 4

Trat Mean Homogeneous Grups
1 84,914 A
2 61,918 AB
4 54,177 B
3 50,259 B
Tabla # 3 ANOVA hipocampo izquierdo de la semana 4

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor

Trat 3 3133.86 1044.62 15.8 0.0000

Error 16 1058.91 66.18

Total 19 4192.77

Grand Mean 62.253 CV 13.07
Tabla # 4 Tukey HSH Comparacién de pares hipocampo izquierdo de la semana 4
Trat Mean Homogeneous Grups
1 79,629 A
4 65,775 AB
2 58,663 BC
3 44,946 C
Tabla # 5 ANOVA corteza frontal derecha de la semana 4
P-

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F Valor
Trat 3 0.01720 0.00573 1.15 0.3585
Error 16 0.07962 0.00498

Total 19 0.09681

Grand Mean 0.8908 CV 7.92

78



Tabla # 6 Tukey HSH Comparacion de pares corteza frontal derecha de la semana 4

Trat Mean Homogeneous Grups
1 0,9394 A
3 0,8862 A
2 0,875 A
4 0,8624 A

Tabla #7 ANOVA Corteza Frontal 1zquierda de la semana 4

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.05022 0.01674 6.58 0.0042
Error 16 0.04071 0.00254

Total 19 0.09093

Grand Mean 0.9538 CV 5.29

Tabla # 8 Tukey HSH Comparacién de pares corteza frontal izquierda de la semana 4

Trat Mean Homogeneous Grups
2 1,0402 A
3 0,931 B
4 0,9254 B
1 0,9184 B

Tabla # 9 ANOVA striatum derecho de la semana 4

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 170914 56971.3 21.7 0.0000
Error 16 32944 2059.0

Total 19 203858

Grand Mean 232.52 CV 19.51

Tabla # 10 Tukey HSH Comparacion de pares striatum derecho de la semana 4

Trat Mean Homogeneous Grups
3 329,68 A
1 319,47 A
2 151,35 B
4 129,59 B

79



Tabla # 11 ANOVA striatum izquierdo de la semana 4

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 3366.36 1122.12 3.45 0.0418
Error 16 5205.46 325.34

Total 19 8571.82

Grand Mean 160.68 CV 11.23

Tabla # 12 Tukey HSH Comparacion de pares striatum izquierdo de la semana 4

Trat Mean Homogeneous Grups
1 179,5 A
3 165,98 A
2 148,7 A
4 148,53 A

Tabla #13 ANOVA corteza auditiva primaria derecha de la semana 4

P_
Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F Valor
Trat 3 0.39305 0.13102 19.5 0.0000
Error 16 0.10758 0.00672
Total 19 0.50063

Grand Mean 0.7595 CV 10.8

Tabla # 14 Tukey HSH Comparacion de pares corteza auditiva primaria derecha de la semana 4

Trat Mean Homogeneous Grups
2 0,9534 A
1 0,819 AB
3 0,6846 BC
4 0,581 C

Tabla # 15 ANOVA corteza auditiva primaria izquierdo de la semana 4

P-
Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F Valor
Trat 3 0.22232 0.07411 19.7 0.0000
Error 16 0.06031 0.00377
Total 19 0.28263

Grand Mean 0.6580 CV 9.33




Tabla # 16 Tukey HSH Comparacion de pares corteza auditiva primaria de la semana 4

Trat Mean Homogeneous Grups
2 0,7644 A
1 0,756 A
4 0,5922 B
3 0,5194 B

Tabla # 17 ANOVA cuerpo calloso de la semana 4

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.00061 2.025E-04 0.37 0.7729
Error 16 0.00866 5.415E-04

Total 19 0.00927

Grand Mean 0.2324 CV 10.01

Tabla # 18 Tukey HSH Comparacion de pares cuerpo calloso de la semana 4

Trat Mean Homogeneous Grups
4 0,2408 A
1 0,2324 A
2 0,231 A
3 0,2254 A

Tabla # 19 ANOVA hipocampo derecho de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 11499.4 3833.13 175 0.0000
Error 16 3505.7 219.11

Total 19 15005.1

Grand Mean 96.520 CV 15.34

Tabla # 20 Tukey HSH Comparacion de pares hipocampo derecho de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
2 133,79 A
3 98,99 B
1 84,24 BC
4 69,06 C

Tabla # 21 ANOVA hipocampo izquierdo de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 25072.0 8357.35 29.6 0.0000
Error 16 4512.6 282.04

Total 19 29584.7

Grand Mean 89.096 CV 18.85

81



Tabla # 22 Tukey HSH Comparacion de pares hipocampo izquierdo de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
2 149,44 A
3 76,62 B
1 71,18 B
4 59,15 B

Tabla # 23 ANOVA corteza frontal derecha de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.42353 0.14118 8.18 0.0016
Error 16 0.27612 0.01726

Total 19 0.69965

Grand Mean 1.4065 CV 9.34

Tabla # 24 Tukey HSH Comparacion de pares corteza frontal derecha de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
1 1,65 A
4 1,358 B
2 1,354 B
3 1,264 B

Tabla # 25 ANOVA Corteza Frontal Izquierda de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F  P-Valor
Trat 3 0.29630 0.09877 5.94 0.0064
Error 16 0.26596 0.01662

Total 19 0.56226

Grand Mean 1.0655 CV 11.47

Tabla # 26 Tukey HSH Comparacion de pares corteza frontal izquierda de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
1 1,454 A
2 1,43 A
3 1,316 AB
4 1,146 B




Tabla # 27 ANOVA striatum derecho de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 32374.7 10791.6 8.02 0.0017
Error 16 21540.3 1346.3

Total 19 53915.0

Grand Mean 244.64 CV 15.00

Tabla # 28 Tukey HSH Comparacion de pares striatum derecho de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
2 305,8 A
1 251,71 AB
3 2239 B
4 197,16 B

Tabla # 29 ANOVA striatum izquierdo de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 15331.5 5110.50 5.28 0.0101
Error 16 15482.6 967.66

Total 19 30814.1

Grand Mean 217.71 CV 14.29

Tabla # 30 Tukey HSH Comparacion de pares striatum izquierdo de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
1 265,45 A
2 205,64 B
3 201,57 B
4 198,18 B

Tabla # 31 ANOVA corteza auditiva primaria derecha de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.62129 0.20710 15.3 0.0001
Error 16 0.21656 0.01354

Total 19 0.83785

Grand Mean 1.0865 CV 10.71
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Tabla # 32 Tukey HSH Comparacion de pares corteza auditiva primaria derecha de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
2 1,36 A
1 1,098 B
3 1,01 BC
4 0,878 C

Tabla # 33 ANOVA corteza auditiva primaria izquierdo de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F  P-Valor
Trat 3 1.04773 0.34924 23.4 0.0000
Error 16 0.23916 0.01495

Total 19 1.28689

Grand Mean 1.0655 CV 11.47

Tabla # 34 Tukey HSH Comparacion de pares corteza auditiva primaria izquierda de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
2 1,364 A
1 1,144 AB
3 1,024 B
4 0,73 C

Tabla # 35 ANOVA cuerpo calloso de la semana 7

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.05330 0.01777 12.6  0.0002
Error 16 0.02252 0.00141

Total 19 0.07582

Grand Mean 0.3030 CV 12.38

Tabla # 36 Tukey HSH Comparacién de pares cuerpo calloso de la semana 7

Trat Mean Homogeneous Grups
1 0,38 A
2 0,316 AB
3 0,274 BC
4 0,242 C
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Tabla # 37 ANOVA hipocampo derecho de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 6174.13 2058.04 9.48 0.0008
Error 16 3474.65 217.17

Total 19 9648.78

Grand Mean 117.94 CV 12.50

Tabla # 38 Tukey HSH Comparacion de pares hipocampo derecho de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
2 143,84 A
1 120,89 AB
3 111,85 B
4 95,18 B

Tabla # 39 ANOVA hipocampo izquierdo de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 16927.2 5642.41 17.5 0.0000
Error 16 5172.8 323.30

Total 19 22100.0

Grand Mean 96.030 CV 18.72

Tabla # 40 Tukey HSH Comparacion de pares hipocampo izquierdo de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
1 129,35 A
2 118,38 A
3 78,84 B
4 57,56 B

Tabla # 41 ANOVA corteza frontal derecha de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.08412 0.02804 1.34 0.2980
Error 16 0.33600 0.02100

Total 19 0.42012

Grand Mean 1.4020 CV 10.34
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Tabla # 42 Tukey HSH Comparacion de pares corteza frontal derecha de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
1 1,508 A
2 1,394 A
4 1,372 A
3 1,334 A

Tabla # 43 ANOVA Corteza Frontal Izquierda de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.19722 0.06574 6.30 0.0050
Error 16 0.16696 0.01044

Total 19 0.36418

Grand Mean 1.4290 CV 7.15

Tabla # 44 Tukey HSH Comparacion de pares corteza frontal izquierda de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
1 1,596 A
2 1,410 B
4 1,366 B
3 1,344 B

Tabla # 45 ANOVA striatum derecho de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 39479.9 13160.0 16.2  0.0000
Error 16 13037.7 814.9

Total 19 52517.6

Grand Mean 316.46 CV 9.02

Tabla # 46 Tukey HSH Comparacién de pares striatum derecho de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
2 368,76 A
1 335 AB
4 315 B
3 247,07 C
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Tabla # 47 ANOVA striatum izquierdo de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 76398.4 25466.1 20.8 0.0000
Error 16 19581.1 1223.8

Total 19 95979.5

Grand Mean 312.83 CV 11.18

Tabla # 48 Tukey HSH Comparacion de pares striatum izquierdo de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
2 392,37 A
1 324,01 B
4 316,01 B
3 218,92 C

Tabla # 49 ANOVA corteza auditiva primaria derecha de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 1.39412 0.46471 71.9 0.0000
Error 16 0.10340 0.00646
Total 19 1.49752

Grand Mean 1.2520 CV 6.42

Tabla # 50 Tukey HSH Comparacion de pares corteza auditiva primaria derecha de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
2 1,596 A
1 1,410 B
4 1,070 C
3 0,932 C

Tabla # 51 ANOVA corteza auditiva primaria izquierdo de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.65790 0.21930 14.9 0.0001
Error 16 0.23480 0.01468

Total 19 0.89270

Grand Mean 1.1345 CV 10.68




Tabla # 52 Tukey HSH Comparacién de pares corteza auditiva primaria izquierda de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
2 1,4000 A
1 1,1720 B
4 1,0660 BC
3 0,9000 C

Tabla # 53 ANOVA cuerpo calloso de la semana 10

Fuente Gl S.Cuadrado C. Medio F P-Valor
Trat 3 0.02608 0.00869 3.72 0.0335
Error 16 0.03744 0.00234

Total 19 0.06352

Grand Mean 0.3220 CV 15.02

Tabla # 54 Tukey HSH Comparacion de pares cuerpo calloso de la semana 10

Trat Mean Homogeneous Grups
2 0,382 A
1 0,314 AB
4 0,306 AB
3 0,286 B
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Tabla # 55 Promedio y desviacion estandar de las regiones cerebrales de todas las edades

cf cf

trat hipder hipoiz der izq strider striizq capder capizq cc semana
1 84914 79,629 0,939 0,918 319,467 179,497 0,819 0,756 0,232 promedio

1 25963 12,182 0,033 0,033 55,733 10,049 0,042 0,040 0,025 desviacion

2 61,918 58,663 0,875 1,040 151,351 148,697 0,953 0,764 0,231 promedio

2 11,897 9,027 0,096 0,090 42,967 25291 0,122 0,099 0,031 desviacion 4
3 50,259 44,946 0,886 0,931 329,676 165,980 0,685 0,519 0,225 promedio

3 3606 4,842 0,087 0,026 46,155 18551 0,085 0,048 0,018 desviacion

4 54,177 65,775 0,862 0,925 129,587 148,534 0,581 0,592 0,241 promedio

4 3319 3374 0,045 0,018 33,961 14,718 0,056 0,037 0,016 desviacion

1 84,244 71,184 1,650 1,454 251,710 265,448 1,098 1,144 0,380 promedio

1 8009 8709 0,162 0,061 31569 19,423 0,115 0,069 0,034 desviacion

2 133,788 149,436 1,354 1,430 305,798 205,640 1,360 1,364 0,316 promedio

2 25931 28,222 0,118 0,167 56,896 33,295 0,187 0,158 0,029 desviacion 7
3 98,992 76,620 1,264 1,316 223,896 201,572 1,010 1,024 0,274 promedio

3 7,324 14933 0,147 0,158 32,662 47,395 0,063 0,158 0,051 desviacion

4 69,008 59,146 1,358 1,146 197,160 198,184 0,878 0,730 0,242 promedio

4 9285 5730 0,085 0,099 9,193 11,770 0,043 0,071 0,033 desviacion

1 120,888 129,350 1,508 1,596 334,998 324,008 1,410 1,172 0,314 promedio

1 12562 11,756 0,170 0,121 38,156 38,695 0,094 0,076 0,051 desviacion

2 143,842 118,376 1,394 1,410 368,762 392,368 1,596 1,400 0,382 promedio

2 21,648 28,356 0,163 0,041 17,318 37,769 0,038 0,177 0,046 desviacion 10
3 111,848 78,836 1,334 1,344 247,072 218,924 0,932 0,900 0,286 promedio

3 4547 6,643 0,123 0,108 20,492 18545 0,104 0,073 0,038 desviacion

4 95178 57,556 1,372 1,366 314,998 316,008 1,070 1,066 0,306 promedio

4 14884 17515 0,114 0,117 32,919 40,343 0,070 0,128 0,056 desviacion
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Tabla # 56 Promedio y desviacion estandar del tmaze de todas las edades

tratamiento promedio desviacién edad
1 1,7 1,34
2 1,62 1,04 4
3 1,43 0,94
4 2,5 2,22
1 2 2,24
2 2,63 1,92 ;
3 1 0
4 1,29 0,76
1 1,43 0,53
2 2 0,82
3 1,2 0,45 10
4 1,25 0,5

Formula del porcentaje de error

n? toftal errores

total

% 100 %
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13. Anexos
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Figura 21. Diagrama de correlacion de las ratas de la semana 4 de edad, representando la relacién del
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Figura 22. Diagrama de correlacion de las ratas de la semana 4 de edad, representando la relacién del

CP2 con las regiones cerebrales
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Figura 23. Diagrama de correlacion de las ratas de la semana 4 de edad, representando la relacién del

CP3 con las regiones cerebrales

Tabla Il Porcentaje de varianza acumulado para los nueve componentes principales para los individuos

de la semana 4 de edad.

PC Autovalor % Varianza % Acumulado
1 2,740 30,44 30,44
2 1,9857 22,06 52,51
3 1,6895 18,77 71,28
4 0,88 9,76 81,04
5 0,74 8,19 89,22
6 0,57 6,38 95,61
7 0,27 2,99 98,60
8 0,08 0,89 99,49
9 0,05 0,51 100,00
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Tabla IV Relacion de las componentes semana 4. Los vectores representan las estructuras cerebrales

teniendo al hipocampo derecho (hip der) e izquierdo (hip izq), corteza frontal derecha (cf der) e izquierda

(cf izq), striatum derecho (stri der) e izquierdo (stri izg), corteza auditiva primaria derecha (cap der) e

izquierdo (cap izq) finalmente cuerpo calloso (cc)

PC1 PC?2 PC 3 PC4 PC5 PC6
hip der 0.70136 0.33215 0.45626 -0.11804 0.0652 0.38653
hipo iz 0.55844 0.36603 0.66445 -0.17163 -0.24641 -0.026854
cf der 0.44728 0.17414 -0.46119 0.42996 -0.587 0.11631
cfizq 0.32512 -0.79474  -0.20108 0.18189 0.041761  0.33447
stri der 0.25752 0.65484 -0.46112 0.10791 0.41612 0.26114
stri izq 0.56127 0.49249 -0.42226  0.069803 0.11814 -0.37922
cap der 0.754 -0.50713 -0.15318 -0.15111 0.26535 -0.077531
cap izq 0.79439  -0.38092 0.22398 0.17434  0.031323 -0.28086
cc -0.22217 0.076299  0.56752 0.73972 0.25913 -0.046351
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Figura 24. Diagrama de correlacion de las ratas de la semana 7 de edad, representando la relacion del

CP1 con las regiones cerebrales
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Tabla V Porcentaje de varianza acumulado para los nueve componentes principales para los individuos de

la semana 7 de edad.

PC Autovalor % Varianza % Acumulados
1 4,70 52,24 52,24

2 2,35 26,10 78,34

3 0,68 7,59 85,93

4 0,44 4,94 90,87

5 0,35 3,85 94,72

6 0,20 2,17 96,89

7 0,13 1,46 98,36

8 0,10 1,07 99,43

9 0,05 0,57 100,00
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Tabla VI Relacion de las componentes semana 7. Los vectores representan las estructuras cerebrales

teniendo al hipocampo derecho (hip der) e izquierdo (hip izq), corteza frontal derecha (cf der) e izquierda

(cf izq), striatum derecho (stri der) e izquierdo (stri izg), corteza auditiva primaria derecha (cap der) e

izquierdo (cap izq) finalmente cuerpo calloso (cc)

PC1 PC?2 PC 3 PC4 PC5
hip der 0.76779 -0.55034 0.11016 0.116 0.11639
hipo iz 0.83408 -0.47339 -0.056038 -0.040135 0.10922
cf der 0.27094 0.70779 0.57431 -0.26425 0.12533
cfizq 0.77792 0.35554 -0.21151 -0.1313 -0.3938
stri der 0.78159 0.14007 -0.39765 -0.37799 0.18349
stri izq 0.21593 0.81583 -0.27816 0.34858 0.25992
cap der 0.92219 -0.22526 0.15547 0.033718 0.11204
cap izq 0.89083 -0.17986 0.16585 0.23482 -0.1538
cC 0.66045 0.65314 0.076989 0.14844 -0.11194
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Figura 26. Diagrama de correlacion de las ratas de la semana 10 de edad, representando la relacion del

CP1 con las regiones cerebrales
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Figura 27. Diagrama de correlacion de las ratas de la semana 10 de edad, representando la relacion del

CP2 con las regiones cerebrales

Tabla VII Porcentaje de varianza acumulado para los nueve componentes principales para los individuos

de la semana 10 de edad.

PC Autovalor % Varianza % Acumulado
1 504,11 56,01 56,01
2 159,89 17,77 73,78
3 10,14 11,26 85,04
4 0,59 6,53 91,57
5 0,28 3,14 94,71
6 0,22 2,49 97,20
7 0,14 1,59 98,80
8 0,08 0,89 99,68
9 0,03 0,32 100,00
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Tabla VIII Relacion de las componentes semana 10. Los vectores representan las estructuras cerebrales

teniendo al hipocampo derecho (hip der) e izquierdo (hip izq), corteza frontal derecha (cf der) e izquierda

(cf izq), striatum derecho (stri der) e izquierdo (stri izg), corteza auditiva primaria derecha (cap der) e

izquierdo (cap izq) finalmente cuerpo calloso (cc)

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
hip der 0.77496 -0.23607 0.47618 0.22573 0.16491 -0.064731
hipo iz 0.73916 0.051755 0.61146 -0.13458 -0.1259 -0.10518
cf der 0.40009 0.85361 -0.19407 0.087965 0.087757 -0.15609
cfizq 0.50792 0.7894 0.15826 -0.0066976 -0.0010476  0.28274
stri der 0.86253 -0.052661 -0.27065 -0.12918 0.31339 -0.14972
stri izq 0.82356 -0.055631 -0.48652 -0.017702 -0.24471 -0.063248
cap der 0.92228 -0.056396 0.03041 -0.22783 -0.22349 -0.052539
cap izq 0.81109 -0.3664 -0.14424 -0.2707 0.14142 0.25984
cc 0.73854 -0.21306 -0.1363 0.60719 -0.063205  0.088921
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Figura 28. Diagrama de correlacion de las ratas de 4, 7y 10 semana de edad, representando la

relacion del CP1 con las regiones cerebrales
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Figura 29. Diagrama de correlacion de las ratas de 4, 7y 10 semana de edad, representando la relacion

del CP2 con las regiones cerebrales

Tabla IX Porcentaje de varianza acumulado para los nueve componentes principales para los individuos

de todas las edades

PC Autovalor % Varianza % Acumulado
1 5,731 71,635 71,63
2 0,943 11,782 83,41
3 0,438 5,472 88,88
4 0,324 4,052 92,94
5 0,213 2,662 95,60
6 0,162 2,025 97,62
7 0,119 1,484 99,11
8 0,071 0,889 100,00
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Tabla X Relacion de las componentes de todas las semana. Los vectores representan las estructuras

cerebrales teniendo al hipocampo derecho (hip der) e izquierdo (hip izq), corteza frontal derecha (cf der) e

izquierda (cf izq), striatum izquierdo (stri izg), corteza auditiva primaria derecha (cap der) e izquierdo (cap

izq) finalmente cuerpo calloso (cc)

PC1 PC2 PC3 PC 4 PC5 PC6
hip der 0.86979 -0.35893 -0.0067327 0.00102 0.14407 -0.28515
hipo iz 0.74545 -0.59846  0.090873  0.090572  0.15979 0.16571
cf der 0.79273 0.43284 0.36495  -0.045872 0.056809 -0.095843
cfizq 0.88918 0.21292 0.28872  -0.038438 0.023193  0.14406
stri izq 0.80273 0.32366 -0.39917  -0.23922 0.16118  0.018766
cap der 0.92384 -0.15598  -0.099633  -0.20097 -0.1366 0.11951
cap izq 0.91679 -0.12697  -0.029815 0.0033082 -0.34386 -0.087038
cc 0.81313 0.27862 -0.20674 0.4634  0.0024233 0.03284
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