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Alteraciones motoras inducidas por la microinyeccion
intrahipocampal de metilazoximetanol en ratas macho
forzadas a nadar

Margarita Saavedra'?, Eduardo Rivadeneyra-Dominguez*, Juan Francisco Rodriguez-Landa'?

RESUMEN

El metilazoximetanol (MAM) y el acido 8-metil-amino-L-alanina (LLBMAA,) son neurotéxicos presentes en las cicadas. El
consumo de semillas de cicadas induce alteraciones motorasy en la rata produce la conducta de giro cuando son forzadas
a nadar. Sin embargo, se desconoce la base neuroanatémica involucrada en dichas alteraciones. Material y métodos:
evaluamos el efecto de la microinyeccion del MAM en el hipocampo sobre el desempeno motor de ratas forzadas a nadar,
lo cual fue comparado con el glutamato. Treinta y dos ratas macho (Wistar) fueron distribuidas en cuatro grupos: vehiculo
(1.0l solucién salina), metilazoximetanol (10nM), glutamato (10nM) y glutamato-MAM (10nM, respectivamente). Los
tratamientos fueron administrados durante 7 dias, cada 24 hs. El efecto fue evaluado en las pruebas de nado forzado y
campo abierto. Resultados: el vehiculo no modifico la actividad locomotriz en campo abierto, ni produjo la conducta de giro
en nado forzado. El MAM promovi6 la conducta de giro desde el primer dia de tratamiento y disminuyd significativamente
a lo largo del tratamiento, mientras que incrementé el tiempo de hundimiento. El glutamato aument6 gradualmente la
conducta de giro a lo largo del tratamiento, en tanto que la combinacion glutamato-MAM produjo el mayor nimero de giros,
los cuales se incrementaron significativamente a lo largo del tratamiento. El MAM, glutamato y glutamato-MAM disminuyeron
significativamente el nimero de neuronas en las areas CA1ly CA3, del hipocampo con respecto al vehiculo. Conclusion: el
hipocampo participa en la aparicion del dano motor en ratas forzadas a nadar, quizas mediada por efectos excitatorios a
nivel neuronal.
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Locomotor impairment induced by intra-hippocampus microinjection of methylazoxymethanol in male
rats in the forced swim test

ABSTRACT

Methylazoxymethanol (MAM) and the non-protein amino acid 3-N-methyl-amino-L-alanine (L.LBMAA) are neurotoxins contained
in cycads. The consumption of cycads seeds produces locomotor impairment and rotational behavior in rats in the forced
swim test. The present study investigated the neuroanatomical basis of these impairments. Thirty-two male Wistar rats were
randomly divided into four groups: vehicle (1.0ul physiological saline), MAM (10nM), glutamate (10nM) and glutamate-
MAM (10nM each). The treatments were microinjected every 24h for 7 days. The behavioral effects were evaluated in the
forced swim and open field tests. Results: The vehicle did not modify locomotor activity in the open field test or produce
rotational behavior in the forced swim test. Methylazoxymethanol promoted rotational behavior on the first day of treatment
an effect that significantly decreased throughout the treatment, and increased sink time. Glutamate gradually increased
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rotational behavior throughout the treatment and the glutamate-MAM combination produced the greatest number of rotations,
which significantly increased throughout the treatment. The MAM, glutamate and glutamate-MAM groups exhibited a significant
decrease in the number of neurons in the CA1 and CA3 of the hippocampus compared with vehicle Conclusion: The
hippocampus participates in the expression of the locomotor impairment in rats in the forced swim test, an effect possibly

mediated by excitatory effects at the neuronal level.

Key words: cycads, hippocampus, methylazoxymethanol, microinjection.

as cicadas son plantas toxicas debido a sus com-

ponentes quimicos como la cicasina, macrozamina,

el aminoacido R-metil-amino-L-alanina (L-BMAA) y
metilazoximetanol (MAM). Este Gltimo tiene una semejanza
estructural con el aminoacido excitatorio glutamato, por lo
que se ha sugerido que podria ser uno de los responsables
de la neurotoxicidad producida por las cicadas'. En este
sentido, en las Islas de guam, existe una alta incidencia de
esclerosis lateral amiotréfica (ELA) o enfermedad de Lou
Gehrig?; ademas los pacientes manifiestan sintomas
similares al Alzheimer, lo cual ha sido atribuido a las téxinas
de cicadas®. No obstante, en otras partes del mundo donde
se consume almidoén de cicada los efectos neurotéxicos no
se producen, lo cual sugiere que las cicadas de dichas Islas
pueden ser mas toxicas que las de otros lugares, sobre todo
Cycas circinalis®. Adicionalmente, las ovejas, caballos o
perros que comen alguna parte de las cicadas desarrollan
un desorden neuroldgico irreversible llamado tambaleo de
Zamia, caracterizado por alteraciones motoras, gastroin-
testinales y daio hepatico. Experimentalmente se ha
estudiado el efecto del consumo cronico de semillas de
cicada (Dioon spinulosum) sobre la conducta motora de la
rata macho, donde se identifico la aparicion de la conducta
de giro en ratas forzadas a nadar, sugiriendo deficiencia en
la coordinacion motriz quizas inducida por los componentes
neurotoxicos de la planta; un efecto que fue prevenido por
el tratamiento previo con progesterona®, lo cual puede ser
explicado por los efectos neuroprotectores de esta
hormona®’.

Por otro lado, el hipocampo participa en la regulacion
visceral, enddcrina, emociones; procesos de condicionamiento
y aprendizaje, asi como en la memoria®. El hipocampo con-
tiene a la via excitatoria glutamatérgica hipocampo-nucleo
accumbens que contribuye a la integracion de las senales
limbicas en actos motores, la cual integra la actividad
locomotriz iniciada en el hipocampo que requiere de orien-
tacion espacial®. El hipocampo al formar parte del sistema
limbico tiene una funcién directa en la motivacion para el
inicio de las respuestas motoras, por lo que se sugiere que
la lesion quimica con MAM o glutamato (GLU) quizas inter-
fiera en la expresion de los patrones motrices del animal.
Aunado a esto, el limbico y motor estan anatomica y
funcionalmente relacionados™®. Por otra parte, la sobre ac-

tivacion de los receptores gluta-matérgicos en hipocampo
produce una entrada excesiva de calcio, activando una
serie de enzimas que contribuyen al deterioro de las neuronas.
La pérdida de la integridad de las membranas neuronales
da lugar a la fuga de glutamato, lo cual contribuye a la acti-
vacion prolongada de los receptores glutamatérgicos de las
células vecinas. A su vez, la entrada de calcio también
estimula la liberaciéon de glutamato por exocitosis, estable-
ciéndose asi un sistema de retroalimentacion positiva que
redunda en la sobre-excitacion neuronal prolongada, llevan-
do a la apoptosis neuronal***2, Lo anterior podria ser una
posible explicacion a las alteraciones motoras que pudieran
inducir el MAM y glutamato en el hipocampo, una posibili-
dad que requiere ser evaluada.

OBJETIVO

Determinar la participacion del hipocampo en las al-
teraciones motoras inducidas por la microinyeccion de MAM
y en combinacién con el aminoéacido excitatorio glutamato
en ratas macho de la cepa Wistar forzadas a nadar.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 32 ratas macho adultas de la cepa
Wistar con un peso de 250 a 300 g al inicio de los experi-
mentos. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico
translicidas en un bioterio de estancia con temperatura
ambiente y ciclo de luz/oscuridad de 12 x 12 horas (la luz
se encendi6 a las 7:00 am). El acceso al agua y alimento fue
ad libitum. Todas las manipulaciones experimentales se rea-
lizaron de acuerdo a los Codigos Eticos Internacionales®® y
a la Norma Oficial Mexicana'“.

Grupos experimentales

Se sigui6 un diseno mixto con grupos independien-
tes, cada grupo (n=8) fue microinyectado en el hipocampo
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con el tratamiento respectivo, durante siete dias cada 24 hs.
El efecto fue evaluado en las pruebas de actividad locomo-
triz en campo abierto y nado forzado, diariamente 10 min
después de cada microinyeccion. Se administro vehiculo (VEH,
solucién salina fisiolégica, 1.0 yL), MAM (methyla-
zoxymethanol, Sigma-Aldrich 10 nM, 1.0 L), glutamato (GLU,
1.0 yL de glutamato 10nM) o combinacion glutamato-
MAM (G-M, 1.0 pL de glutamato 10nM y de MAM 10 nM).
La concentracion de MAM fue seleccionada considerando
que la administracion intrahipocampal de MAM en dosis de
10nM induce actividad onda-espiga en la rata Wistar'®. La
concentracion de glutamato se basé en estudios de Borson,
et al*® donde el glutamato (10nM) activa receptores
glutamatérgicos, originando una sobre-excitacion neuronal
que conduce a la apoptosis neuronal y dano motor.

Cirugia estereotaxica

La canula guia fue implantada unilateralmente,
manteniendo al animal bajo anestesia profunda con éter
etilico (BAKER). La cabeza de la rata fue fijada en un apa-
rato estereotaxico (STOELTING), se procedid a realizar una
incision longitudinal en la piel para descubrir el craneo.
Tomando como referencia la sutura Bregma de acuerdo a
las coordenadas estereotaxicas del atlas de Paxinos y
Watson?¥, se realizé un trepano en el craneo con un taladro
dental (STRONG 90). Las coordenadas empleadas fueron
AP: -2.3 mm, L: 1.2 mm, H: 3.0 mm, las cuales correspon-
dieron a las regiones CA1y CA3 del hipocampo. Después,
se descendi6 una canula guia de acero inoxidable (10mm
de longitud, 0.7 mm 0), la cual fue fijada al craneo con
acrilico dental (NICTONE CROSS LINKED, U.S.A). Después del
implante de la canula guia se dejaron pasar cuatro dias
de recuperacion. Al final de este periodo los tratamientos
(vehiculo, MAM, glutamato y la combinacién glutamato-
MAM) fueron microinyectados en el hipocampo y el efecto
fue evaluado en las pruebas conductuales.

Microinyeccion

Para la microinyeccion, la canula inyectora fue cons-
truida a partir de una aguja calibre 22 G X11/4" (0.7 X
30 mm) de acero inoxidable, conectada a una jeringa
Hamilton de 1.0 mL por medio de un tubo de polietileno
(COLE-PARMER). Cada una de las sustancias utilizadas en
el experimento se microinyectaron a una velocidad constante
de 0.1 pl/min, durante 10 min. Al finalizar la administracion
intrahipocampal se dejé la canula durante 1.0 min para evi-
tar que la sustancia inyectada regresara por capilaridad,
inmediatamente después de este tiempo los animales fue-
ron sometidos a la prueba de actividad locomotriz en
campo abierto y enseguida a la prueba de nado forzado.
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Pruebas conductuales

Actividad locomotriz en campo abierto. La prueba
consistio en colocar a la rata en una caja de acrilico opaca
(44 x 33 x 20 cm) cuya base estuvo dividida en cuadros de
11 x 11 cm. Se evalud el nimero de cuadros cruzados por
el animal durante 5 min, tomando como criterio que la rata
pasara al menos tres cuartas partes de su cuerpo de un
cuadro a otro. En esta misma prueba se contabilizo la
frecuencia de la conducta vertical y su duracion, esta con-
ducta es definida como los periodos en los que la rata
adquiere una postura vertical con respecto al piso, apoyada
en sus extremidades posteriores. El nimero de cuadros cru-
zados se empled para determinar un posible efecto de hipo
0 hiperactividad inducida por los tratamientos, mientras
que la conducta vertical se utilizd para detectar posibles al-
teraciones en la coordinacion motrizi8.

Nado forzado: por lo general, esta prueba se utiliza
en el screening de farmacos con potencia antidepre-
siva®®2°, Sin embargo, por las caracteristicas de la prueba
también se ha utilizado para evaluar los efectos de
farmacos que danan el sistema vestibular que producen
alteraciones motrices en los animales?-22, La prueba con-
sisti6 en colocar a la rata en un estanque de vidrio (26 x
29 cm de base x 50 cm de altura) con agua a una tempe-
ratura de 25°C (+ 1). El nivel fue ajustado al tamafo del
animal de tal forma que le permitiera tocar el fondo del es-
tanque con sus extremidades posteriores y mantener la
narina por arriba del nivel del agua. En esta prueba se eva-
lué el nimero de giros, definidos como los periodos en los
cuales la rata no tuvo desplazamiento y nadé girando sobre
su propio eje hacia el lado derecho. En esta misma prueba
se evalub la conducta de hundimiento que fueron los perio-
dos en los que las ratas no realizaron los movimientos
minimos necesarios para mantenerse a flote y se hundian
por cortos periodos de tiempo sin llegar a ahogarse. Estas
dos conductas han sido consideradas como un indicador de
deterioro motriz causado por lesiones en estructuras cere-
brales relacionadas con el control motor?3. Todas las
sesiones de prueba en campo abierto y en nado forzado
fueron videograbadas para después realizar el registro con-
ductual por dos observadores independientes quienes
desconocian el tratamiento de los animales.

Analisis histolégico

Una vez terminado el experimento, todos los anima-
les fueron sacrificados y perfundidos por via intracardiaca
con 50 ml de solucién salina fisiolégica (NaCl al 0.9%), se-
guido de 50 ml de formol al 20%. Se extrajeron los cerebros
y se realizaron cortes gruesos, para verificar el sitio en donde
se localizaban las canulas guia. S6lo los datos obtenidos
de las ratas donde se identificé el correcto implante de las
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canulas en CA1y CA3 del hipocampo fueron tomados en
cuenta para el analisis estadistico. Para el analisis
histolégico se emplearon 7 cerebros de rata de cada grupo,
los cuales fueron incluidos en parafina para la obtencion de
cortes de 40 p que fueron tefidos mediante la técnica
de hematoxilina-eosina. Posteriormente, se cuantifico el nd-
mero de neuronas correspondientes a la zona CA1y CA3
del hipocampo. La seleccion de la zona de conteo se reali-
z6 considerando las coordenadas del implante y el diametro
externo de la canula guia, de manera tal que se analizé un
area de 1 mm de ancho x 3.5 mm de profundidad. Se
obtuvieron fotografias amplificadas de las zonas seleccio-
nadas y de manera manual se realizd el conteo neuronal
utilizando una cuadricula y por seccién se fue marcando y
contabilizando las células que tenian nicleo?*. Este conteo
fue realizado por dos observadores independientes y para
validarlo se solicité el apoyo de un histopatélogo como ter-
cer observador.

Analisis estadistico

Los datos conductuales fueron analizados mediante
ANOVA de 2 vias para grupos independientes (factor A: tra-
tamiento, factor B: duracion del tratamiento) y como post
hoc se empled la prueba de Student-Newman-Keuls. Los
datos se presentan como la media + el error estandar de
cada variable evaluada. Para el analisis histolégico se utili-
z6 el ANOVA de 1 via para grupos independientes.

RESULTADOS
Actividad locomotriz en campo abierto

Ndmero de cuadros cruzados. El analisis del nimero
de cuadros cruzados revel6 diferencias significativas entre
tratamientos (F, ,,,= 3.67, p<0.001), dias de tratamiento
(Fg140= 14.71, p<0.0001) € interaccion entre factores (Fig,
140= 2-71, p<0.006). La prueba post hoc reveld que el gru-
po vehiculo redujo significativamente los cuadros cruzados
a partir del segundo dia de tratamiento, observandose
los valores mas bajos entre los dias 3 y 6 de tratamiento. El
grupo MAM redujo significativamente el nimero de cuadros
cruzados a partir del tercer dia y se mantuvo, asi a lo largo
del experimento. En los grupos glutamato y glutamato-MAM
no se observaron diferencias significativas en esta variable
a lo largo de los dias de tratamiento (tabla 1).

El analisis de frecuencia de la conducta vertical,
mediante el ANOVA de dos vias, revel6 diferencias significa-
tivas entre tratamientos (F, ,, = 24.69, p < 0.001), pero no
entre dias de tratamiento (Fg, 120-1.597, p < 0.06, NS) ni en
la interaccion de factores (Fig 140= 1.597, p < 0.06, NS). Por
tal motivo y considerando que se encontraron diferencias
entre tratamientos, se realizd un andlisis de cada tratamiento

por separado mediante ANOVA de una via. De esta forma
se encontrd que en el grupo vehiculo no hubo diferencias
significativas en la conducta vertical (F; ,,= 2.497, p < 0.06,
NS) a lo largo de los dias de tratamiento. En el grupo MAM
se encontraron diferencias significativas (F; ,,= 3.466, p <
0.007) a lo largo de los dias de tratamiento. La prueba post
hoc reveld que esta variable disminuyd (p< 0.007) en el
sexto y séptimo dia de tratamiento, con respecto al dia uno
de tratamiento. En el grupo glutamato también se encontra-
ron diferencias significativas (F; ,,= 4.182, p < 0.003). La
prueba post hoc reveld que en los dias 3y 4 disminuy0 esta
variable con respecto al dia uno de tratamiento. Del mismo
modo en el grupo glutamato-MAM se encontraron diferen-
cias significativas (F, .= 4.267, p < 0.003). La prueba post
hoc revel6 que esta variable se redujo significativamente en
los dias 3, 4, 5y 7 con respecto al primer dia de tratamiento
(tabla 1).

Tabla 1. Variables evaluadas en la prueba de campo abierto en cada
uno de los grupos experimentales.
GRUPOS

VEHICULO MAM GLUTAMATO GLUTAMATO - MAM

DIAS | CUADROS | CONDUCTA | CONDUCTA | CUADROS | CONDUCTA | conoucta | CUADROS | CONDUCTA | CONDUCTA | CUADROS | CONDUCTA | CONDUCTA
(CRUZADOS VERTICAL | VERTICAL | CRUZADOS VERTICAL | VERTICAL | cRUZADOS | VERTICAL VERTICAL | CRUZADOS VERTICAL VERTICAL
(n) (n) (seg) (n) (n) (seg) (n) (n) (seg) (n) (n) (seg)

1 62285 | 35:0.86 | 733215 | 507:2.96 | 2141072 | 574200 | 40.7%1.02 | 7.08072 | 2105200 | 4124107 | 684078 2058215

410¢134° | 041086 | 18:236 | 303:520 | 0711072 | 141200 | 388:0.83 [ 50:078 | 12.6:2.15* | 400043 [ 281078 681215

200:7.1* | 081086 | 18:236 | 2631418 | 086:072 | 41200 | 3602416 | 18:078* | 411215% | 3933114 | 13:078* 308215*

180:51% | 00:086 | 28:236 | 2131300 | 0861072 | 241200 | 325:133 | 20:078* | 408215 | 363:170 | 06078 158215*

-2.65E-
182:48* | 00:086 | 15:2359 | 2408406 | 057:072 | 208200 | 303:137 | 411078 | 85:215* | 355:088 | 131078 312215*

971 | 2106

6 228:58* | 156096 | 208263 | 157:141 | 16:0726* | 15¢1994 | 30.0:221 | 48:078 | 85:2.15% | 3131202 | 26078 56215

7

313#134* | 27:0.96 [ 1006263 | 29.1#6.18 | 043:072* | 114200 | 240¢161 | 36:078 | 75:20% | 280:114 | 21:078* | 458215

*p<0.05 vs dia 1 del grupo respectivo. Representan los valores de la media + error estandar de cada variable.
Nado forzado

Conducta de giro. Debido a que en el grupo control
no se observo la conducta de giro, para este analisis s6lo
se incluyeron los grupos MAM, glutamato, y glutamato-MAM.
El analisis de la frecuencia de giros reveld diferencias sig-
nificativas entre tratamientos (F2y112= 89.19, p<0.0001),
dias de tratamiento (F,, ,,,= 12.87, p<0.0001), en la
interaccion entre factores (F,, ,,,= 12.87, p<0.0001).
La prueba post hoc indicd que el grupo MAM, en el primer
dia, tuvo la mayor frecuencia de giros con respecto al grupo
glutamato, pero a partir del segundo dia se redujo significa-
tivamente esta variable con respecto al primer dia. Por el
contrario, en el grupo glutamato la frecuencia de
giros aumentd de manera gradual a lo largo del tratamiento.
De manera similar, el grupo glutamato-MAM incremento6
gradualmente la frecuencia de giros, pero desde el primer
dia desplegd la mayor frecuencia de giros con respecto al
grupo glutamato (figura 1).
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NADO FORZADO

1 2 3 4 5 6 7

Dias de tratamiento

Figura 1. El nimero de giros increment6 gradualmente en los gru-
pos glutamato y glutamato-MAM, por el contrario el grupo MAM lo
redujo gradualmente y en el séptimo dia de tratamiento no se obser-
v6 dicha conducta. + p < 0.0001 vs GLU * p < 0.0001 vs primera
sesion de cada grupo ** p < 0.0001 vs 1,2 ,3 ,4 ,5. Cuadro negro n
grupo glutamato, triangulo negro grupo MAM, X grupo glutamato-
MAM.

Hundimiento: debido a que en el grupo control no se
observé la conducta de giro, para este analisis s6lo se inclu-
yeron los grupos MAM, glutamato y glutamato-MAM. El
analisis de la duracién del hundimiento, mediante el ANOVA
de dos vias, revelo diferencias entre tratamientos (F, ,, .=
36.10, p<0.001) y dias de tratamiento (Fg, 145= 14.49,
p<0.001). Sin embargo, la interaccion de factores no alcanzo
la significancia estadistica (F,, ,,, = 1.69, p<0.07, NS). Por
tal motivo; considerando que se encontraron diferencias
entre tratamientos, se realizd un analisis de cada tratamien-
to mediante ANOVA de una via. De esta forma se encontro
que los grupos glutamato y glutamato-MAM se encontraron
diferencias significativas (Fs, 56-3-159, p<0.01; FGYS5=
4.205, p<0.003, respectivamente). La prueba post hoc re-
veld que esta variable disminuyd (p<0.01) el tiempo de
hundimiento en los dias 5, 6 y 7 de tratamiento. Adicio-
nalmente en el grupo MAM se detectaron diferencias
significativas de acuerdo al dia de tratamiento. La prueba
post hoc (p<0.01) mostr6 que el tiempo de hundimiento se
increment6 a partir del tercer dia de tratamiento (figura 2).

Por Gltimo, el analisis histolégico del nimero de
neuronas de acuerdo al ANOVA de una via revel6 diferen-
cias significativas entre los grupos (F, ,,.= 6.183). La
prueba post hoc revel6 que el grupo glutamato, MAM y
glutamato-MAM disminuyeron el nimero de neuronas en
las regiones CA1 y CA3 con respecto al grupo vehiculo
(tabla 2).

Tabla 2. Nimero de neuronas por grupo de tratamiento.

VEHICULO MAM GLUTAMATO GLUTAMATO+MAM

46.1+6.5*

57.5+7.9 47.5+6.5* 48.6+6.5%

Los valores representan la media + el error estandar de neuronas en las areas CA1y CA3 Del
hipocampo. *p<0.01 vs grupo vehiculo. ANOVA de 1 via para grupos independientes, post hoc
Student-Newman-Keuls.
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NADO FORZADO
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Hundimiento (seg)

Dias de tratamiento

Figura 2. La duracién de hundimiento en nado forzado se redujo en
los grupos glutamato y glutamato-MAM a partir del dia 5; sin embargo,
el grupo MAM increment6 el hundimiento de manera gradual desde el
tercer dia de tratamiento. + p < 0.01 vs 1,2 en GLU, G-M *p < 0.001
vs 1,2 en gpo MAM. ** p < 0.001 vs 1, 2,3 en grupo MAM. El cuadro
negro M representa al grupo glutamato, el tridngulo negro representa
al MAM vy la X representa al grupo glutamato-MAM.

DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efec-
to de la microinyeccion de metilazoximetanol (MAM) y
glutamato (GLU) en el hipocampo sobre la coordinacion
motriz de la rata. Los resultados se resumen de la siguien-
te manera: a. En la prueba de actividad locomotriz, el MAM
y el vehiculo redujeron la actividad ambulatoria a partir de
la segunda sesion, mientras que los grupos que recibieron
glutamato y la combinacién glutamato-MAM se mantuvie-
ron sin cambios a lo largo del experimento; asimismo, la
conducta vertical se mantuvo sin cambios en los grupos
MAM y vehiculo. b. En nado forzado, el grupo vehiculo no
desplegd ni la conducta de giro ni el hundimiento; no obs-
tante, la frecuencia de giros aumento gradualmente con los
tratamientos glutamato y glutamato- MAM reduciendo con
el tratamiento MAM, a la vez que el tiempo de hundimiento
aumenté en este ltimo grupo y disminuyé con glutamato
y glutamato-MAM; lo anterior sugiere que las areas CAly
CA3 del hipocampo participan en la expresion de la conducta
de giro en ratas forzadas a nadar, quizas mediada por efec-
tos excitatorios a nivel neuronal.

Efectos conductuales en campo abierto

La prueba de campo abierto se ha utilizado, entre
otras cosas, para identificar cambios en la motricidad de tra-
tamientos farmacologicos o determinadas manipulaciones
experimentales. La repeticion de prueba en campo abierto
puede conducir a un proceso de habituacion, durante el
cual se modifica la actividad motora subsiguiente respecto
al basal®, donde se involucra la consolidacion de la memo-
ria. En el presente trabajo, se encontrd que los grupos
glutamato y glutamato-MAM no redujeron la actividad
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locomotriz en campo abierto a lo largo de las sesiones
experimentales, contrario a lo que se observo en los grupos
MAM y vehiculo, los cuales redujeron gradualmente la loco-
mocién. En el primer caso, la ausencia de cambios en
la locomocién en campo abierto quizas esta asociada a la
exploracion que se mantiene a lo largo del estudio, como
resultado de las acciones neurotoxicas del glutamato en
hipocampo que impiden consolidar la memoria del animal.
Por lo tanto, las condiciones en campo abierto seguiran
siendo novedosas, aun tras la repeticion de prueba y el ani-
mal seguira explorando ese ambiente novedoso. Por el
contrario, la administracién conjunta de glutamato-MAM
puede ejercer un efecto deletéreo mas acentuado. Lo an-
terior es apoyado por los reportes de la literatura donde el
glutamato activa a los receptores idnicos glutamatérgicos,
los cuales causan dano neuronal en el hipocampo impidiendo
la consolidacion de la memoria?®. En cuanto a la conducta
vertical, en el grupo MAM estuvo disminuida quizas por la
pérdida de la coordinacién motriz consecuente a la admi-
nistracion del neurotdxico, como ha sido reportado por otros
autores?®. Asimismo, la actividad basal en la prueba de
campo abierto tuvo una tendencia a incrementarse con la
administracion de glutamato; mientras que la combinacion
glutamato-MAM alcanz6 la significancia estadistica.

Considerando los datos antes senalados, se sugiere
que el glutamato y la combinacion glutamato-MAM, podrian
ejercer efectos negativos sobre la memoria del animal que
impide reconocer un ambiente en el que previamente ha
estado, lo cual podria reflejarse en el mantenimiento de la
exploracion representada por la locomocion y el aumento
de la conducta vertical a lo largo del experimento, siendo
una propuesta que requiere ser explorada en estudios es-
pecificos.

Efectos conductuales en nado forzado

La prueba de nado forzado es un modelo experimen-
tal utilizado para el screening de sustancias con potencia
antidepresiva®?°, Sin embargo, de acuerdo a las caracte-
risticas de la prueba también se ha utilizado para evaluar
otras conductas motrices asociadas al tratamiento farma-
colégico. Por ejemplo, se ha utilizado para evaluar los
efectos de farmacos que danan el sistema vestibular y pro-
ducen alteraciones motrices en la prueba de nado?'??; de
igual forma, en estudios previos se utiliz6 esta prueba para
evaluar alteraciones motrices asociadas al consumo de
semillas de cicada en las ratas, en las que se observo
la aparicion de la conducta de giro®. Lo anterior sustenta el uso
de esta prueba para explorar el efecto de la microinyeccién
de glutamato y MAM en el hipocampo de la rata.

En el presente estudio, la microinyeccion del MAM
en el hipocampo (regiones CA1 y CA3) indujo la conducta
de giro en las ratas forzadas a nadar, pero ésta fue dismi-

nuyendo a lo largo del tratamiento. En este sentido la admi-
nistracion de MAM reduce la neurogénesis hipocampal y
produce muerte neuronal®®. La conducta de giro ha sido
asociada con alteraciones en la coordinacion motora de las
extremidades de la rata?® y podria remedar lo observado en
pacientes con esclerosis lateral amiotréfica asociada al
consumo de semilla de cicada y sus derivados?’28, especi-
ficamente con la paralisis lenta y progresiva de las
extremidades inferiores y superiores?®2°,

CONCLUSION

En este trabajo, se observo que el MAM incrementé
el déficit motor inducido por glutamato cuando se admi-
nistran de manera conjunta, lo cual se traduce en un
incremento en el despliegue de la conducta de giro. Este
hallazgo puede relacionarse con lo reportado en diversos
experimentos33* donde se menciona que después de
30 min de la inyeccion sistémica de GLU en ratas jovenes,
las células del ntcleo arcuato del hipotalamo tienen un evi-
dente hinchamiento de las dendritas y los somas celulares,
el cual es seguido de la degeneracion de organelos intra-
celulares y picnosis nuclear. Después de varias horas las
células mueren y son fagocitadas. Por lo tanto, las acciones
neurotoxicas en el hipocampo podrian ser parte de la cau-
sa neurobiolégica de la conducta de giro observada en el
presente trabajo.

Posible mecanismo de accion neurotoxica

El mecanismo preciso por el cual la microinyeccién
de MAM y GLU en el hipocampo produce los efectos neuro-
toxicos sobre la incoordinacién motriz en los animales, se
mantiene para ser explorado. Sin embargo, considerando
que el hipocampo al formar parte del sistema limbico
tiene una funcién directa en la motivacién para el inicio de
las respuestas motoras; es decir que su lesion quimica con
MAM y GLU interfiere en la expresion de los patrones
motrices del animal. Aunado a esto, el sistema limbico
y motor estan anatomica y funcionalmente relacionados.
Por lo tanto, la conducta de giro y el hundimiento pueden
asociarse al decremento en el nimero de neuronas hipo-
campales, por lo que la administracion intrahipocampal del
neurotéxico MAM induce déficit motor en ratas forzadas a
nadar, quiza debido a procesos excitatorios producidos por
la estimulacién de receptores glutamatérgicos, que conllevan
a la disminucion de la densidad neuronal en el hipocampo;
lo anterior es relevante porque estariamos quizas ante
un modelo de neurodegeneracion Util para evaluar el deterio-
ro motor en ratas macho de la cepa Wistar, ya que existen
modelos de enfermedades neurodegenerativas como ELAen
otras cepas de ratas, pero alin no se ha reportado un modelo de
neurodegeneracion en esta cepa de ratas.
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