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1. Introduccion

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico complejo caracterizado no solo por la
presencia de sintomas positivos y negativos, sino también por alteraciones cognitivas
persistentes, entre las que destacan los déficits en la memoria y en el procesamiento de la
informacion espacial (Lewis y Lieberman, 2000; Barch y Ceaser, 2012). Estas alteraciones
cognitivas aparecen tempranamente, pueden preceder a la manifestacion clinica del trastorno
y se asocian con disfunciones en circuitos hipocampales involucrados en la codificacion y
discriminacién de experiencias similares (Heckers y Konradi, 2015). En este contexto, el
estrés se reconoce como un factor ambiental clave, que puede modular la severidad de los
déficits cognitivos observados en la esquizofrenia (Walker et al., 2008).

La memoria espacial depende en gran medida del hipocampo y, de forma mas especifica, de
la capacidad de "separacion de patrones", proceso mediante el cual estimulos altamente
similares se transforman en representaciones neuronales distintas para evitar interferencias
entre memorias (Yassay Stark, 2011). Esta funcion se asocia principalmente con la actividad
del giro dentado y sus conexiones dentro del circuito hipocampal (Aimone et al., 2011).
Diversos estudios han demostrado que la separacion de patrones se encuentra alterada en
pacientes con esquizofrenia, asi como en modelos animales del trastorno, lo que la convierte
en una herramienta conductual sensible para evaluar disfunciones cognitivas de origen
hipocampal (Tamminga et al., 2012; Das et al., 2014). Esta mayor vulnerabilidad al estrés
puede afectar especialmente al giro dentado, una region hipocampal sensible a los
glucocorticoides y fundamental para la separacién de patrones. La exposicion elevada o
prolongada a glucocorticoides puede modificar la plasticidad sindptica, la excitabilidad
neuronal y la neurogénesis del giro dentado, procesos necesarios para generar
representaciones diferenciadas de experiencias similares. En consecuencia, una mayor
vulnerabilidad al estrés podria reducir la eficiencia de la separacion de patrones y aumentar
la interferencia entre representaciones espaciales similares. Por ello, la comparacion entre
ratas Wistar y WKY permite evaluar si las diferencias basales en la reactividad al estrés que
se asocian con diferencias en este proceso cognitivo.

En modelos animales, el uso de distintas cepas de ratas ha permitido estudiar la influencia de
la vulnerabilidad al estrés sobre la funcién cognitiva. Las ratas Wistar Kyoto (WKY)
presentan un fenotipo caracterizado por una mayor reactividad al estrés, conductas de tipo
ansioso-depresivo y alteraciones en la neurogénesis hipocampal, en comparacioén con las
ratas Wistar, consideradas una cepa control de la WKY (Pare y Redei, 1993; Janke et al.,
2004). Estas diferencias hacen que la comparacion entre ambas cepas resulte particularmente
util para analizar como la vulnerabilidad al estrés modula procesos cognitivos como la
memoria espacial y la separacion de patrones, especialmente en modelos relacionados con
trastornos psiquiatricos.

Por otra parte, la esquizofrenia presenta diferencias relevantes entre los sexos, tanto en la
edad de inicio como en la expresion de los sintomas cognitivos (Abel et al., 2010). En ratas



hembra, las hormonas sexuales influyen de manera significativa sobre la funcién hipocampal
y la memoria espacial. Estudios en ratas han demostrado que la ovariectomia altera el
desempeiio en tareas de memoria espacial y modifica la plasticidad sinaptica y la
neurogénesis en el hipocampo, lo que sugiere que la ausencia de hormonas ovaricas puede
aumentar la vulnerabilidad a déficits cognitivos (Daniel y Bohacek, 2010; Frick et al., 2015).
Por ello, la evaluacion de animales ovariectomizados y no ovariectomizados permite analizar
de manera directa la contribucion hormonal en modelos de alteracion cognitiva.

En este contexto, el firmaco MK-801 ha sido ampliamente utilizado como una herramienta
farmacolodgica para inducir conductas tipo esquizofrenia persistentes cuando se administra
durante etapas tempranas del desarrollo. La administracion neonatal de MK-801 produce
déficits duraderos en tareas de memoria y aprendizaje dependientes del hipocampo, que
emergen en etapas posteriores de la vida y reproducen aspectos cognitivos relevantes del
modelo animal de esquizofrenia (Harris et al., 2003; Stefani y Moghaddam, 2005). Ademas,
se ha reportado que los efectos conductuales de esta manipulacion pueden variar en funcion
del sexo y de la vulnerabilidad al estrés, lo que refuerza la importancia de evaluarlos en
hembras y en cepas con diferentes perfiles de reactividad al estrés (Bubenikova-Valesova et
al., 2008).

La vulnerabilidad al estrés y la reduccion de la funcidon glutamatérgica, causadas por la
administracion neonatal de MK-801, podrian afectar conjuntamente el giro dentado y, por
ende, la separacion de patrones. Una mayor reactividad al estrés aumenta la exposicion a
glucocorticoides, lo que puede perjudicar la plasticidad del hipocampo. Por otro lado, el
bloqueo temprano de los receptores NMDA puede alterar 1a maduracion y el funcionamiento
de los circuitos glutamatérgicos necesarios para codificar y diferenciar la informacion
espacial. La combinacién de ambos factores podria incrementar el riesgo de presentar déficits
en la separacion de patrones.

Con base en lo anterior, el presente proyecto analizar4 el efecto de la administracion neonatal
de MK-801 sobre la memoria espacial, utilizando el modelo de separacion de patrones en
ratas hembra de las cepas Wistar y Wistar Kyoto, con y sin ovariectomia. Para ello, se
evaluara el efecto sobre la memoria espacial en una prueba de separacion de patrones
estandarizada, considerando configuraciones espaciales especificas que permiten detectar
cambios reales en la discriminacion de estimulos similares. De esta manera, el estudio
permitird determinar como la vulnerabilidad al estrés, la manipulacion farmacologica
temprana y la presencia o ausencia de hormonas ovaricas interactiian en la modulacion de la
memoria espacial, aportando evidencia relevante para comprender los déficits cognitivos
asociados a la esquizofrenia en hembras.

2. Justificacion

Los déficits cognitivos en la esquizofrenia, especialmente los relacionados con la memoria,
constituyen un area de gran relevancia cientifica y clinica, ya que dichas alteraciones se



asocian directamente con el deterioro funcional y la disminucion de la calidad de vida de las
personas con este trastorno. En particular, las alteraciones de la memoria espacial y de la
capacidad de separacion de patrones se han identificado como componentes centrales del
deterioro cognitivo, que no responden de manera efectiva a los tratamientos farmacologicos
actuales. Por ello, resulta necesario desarrollar y validar modelos experimentales que
permitan comprender los factores que modulan estas alteraciones cognitivas.

En este estudio, la administracion neonatal de MK-801 permite evaluar como una alteracion
temprana de la neurotransmision glutamatérgica afecta la cognicion. La comparacion entre
ratas Wistar y Wistar-Kyoto permite analizar el papel de la vulnerabilidad al estrés. Ademas,
al incluir hembras intactas y ovariectomizadas (OVX), se permite estudiar la influencia de la
condicién hormonal. Estos factores pueden afectar la plasticidad y el funcionamiento del
hipocampo relacionados con la separacion de patrones, por lo que analizarlos en conjunto
ofrece una vision mas completa de los posibles determinantes de los déficits cognitivos.

Asi, este estudio permitira determinar si la vulnerabilidad al estrés y la condicion hormonal
modifican los efectos de la administracion neonatal de MK-801 sobre la separacion de
patrones espaciales. Comparar estas condiciones ayudara a entender como interactiian los
factores neurobiologicos y de vulnerabilidad individual en la aparicion de alteraciones
cognitivas dependientes del hipocampo.

3. Hipotesis

La condicion de estrés y la condicion hormonal modificaran el desempefio de los animales
en el modelo de separacion por patrones

4. Objetivo general:

Evaluar la influencia de la vulnerabilidad al estrés y de la condicion hormonal sobre las
alteraciones en la separacion de patrones espaciales inducidas por la administracién neonatal
de MK-801 en ratas Wistar y Wistar-Kyoto.

4.1 Objetivos especificos

1. Comparar la capacidad de separacion de patrones espaciales entre ratas Wistar y
Wistar-Kyoto intactas, con el fin de identificar posibles diferencias asociadas con la
vulnerabilidad basal al estrés.

2. Evaluar el efecto de la ovariectomia sobre la separacion de patrones espaciales en
ratas Wistar y Wistar-Kyoto, para determinar la influencia de la condicion hormonal
en este proceso cognitivo.

3. Evaluar el efecto de la administracion neonatal de MK-801 sobre la separacion de
patrones espaciales en ratas Wistar y Wistar-Kyoto intactas, para determinar si la



vulnerabilidad al estrés modifica las alteraciones cognitivas inducidas por esta
manipulacion farmacologica.

4. Determinar si la ovariectomia modifica el efecto de la administracion neonatal de
MK-801 sobre la separacion de patrones espaciales en ratas Wistar y Wistar-Kyoto,
considerando las diferencias en la vulnerabilidad al estrés entre ambas cepas.

5. Materiales y métodos

5.1 Animales

Se utilizaron ratas hembra de las cepas Wistar y Wistar Kyoto (WKY). Ambas cepas
permanecieron con sus madres durante el periodo de lactancia y fueron alojadas en
condiciones controladas de temperatura (23 + 1 °C), humedad relativa y un ciclo invertido
de luz-oscuridad de 12 horas (encendido de luces a las 22:00 h), con acceso libre a alimento
estandar y agua.

Posteriormente, los animales de cada cepa fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro
grupos experimentales:

Grupo control tratado con solucion salina al 0.9 % sin ovariectomia con una n=8 para la cepa
Wistar y una n=8 para la cepa WKY

Grupo control OVX, tratado con solucidon salina al 0.9 % con ovariectomia con una n=12
para la cepa Wistar y una n=11 para la cepa WKY

Grupo MK, tratado con MK-801 para inducir un modelo experimental con caracteristicas
semejantes a la esquizofrenia sin ovariectomia con una n= 7 para la cepa Wistar y una n=6
para la cepa WKY

Grupo MK OVX, tratado con MK-801 para inducir un modelo experimental con
caracteristicas semejantes a la esquizofrenia con ovariectomia con una n=15 para la cepa
Wistar y una n=8 para la cepa WKY.

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de conformidad con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, referente a las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Asimismo, los protocolos fueron
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL,; protocolos 0272-18 y 0273-18), siguiendo las recomendaciones establecidas en
la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de los National Institutes of Health
(NIH, Estados Unidos).



5.2 Modelo experimental tipo esquizofrenia

Para inducir un modelo experimental semejante a la esquizofrenia, las crias recibieron un
tratamiento subcronico con el antagonista no competitivo del receptor NMDA MK-801
durante cinco dias consecutivos.

Desde el dia postnatal 7 (PD7) hasta el PD11, los animales del grupo experimental recibieron
MK-801 a una dosis de 0.2 mg/kg, administrado por via subcutanea (s.c.) en un volumen de
2 mL/kg, mientras que los animales del grupo control recibieron el mismo volumen de
solucion salina al 0.9 %.

Este periodo neonatal corresponde aproximadamente al segundo trimestre tardio del
desarrollo gestacional humano y ha sido ampliamente utilizado para inducir alteraciones
neuroanatémicas, neuroquimicas y conductuales similares a las observadas en pacientes con
esquizofrenia (Clancy et al., 2001; Griego et al., 2022). Finalizado el tratamiento, las crias
permanecieron bajo cuidado materno hasta el dia postnatal 21 (PD21), momento en el que
fueron destetadas.

5.3 Ovariectomia

La ovariectomia se realiz6 en ratas hembras, asignadas al grupo OVX en el dia PD120 con
un peso corporal de 200-300 g. El procedimiento se realizé bajo anestesia general con
tribromoetanol, administrado por via intraperitoneal a una dosis de 10 ml/kg.

Previamente al procedimiento, se rasurd la region caudal del abdomen, a nivel de la zona
donde se inicia la regioén de las extremidades posteriores. Posteriormente, se realizd una
incision longitudinal en la linea media de la regién abdominal inferior, atravesando la piel y
el tejido subyacente hasta acceder a la cavidad abdominal. Se retiré cuidadosamente el tejido
adiposo localizado en la region caudal del peritoneo, que se utilizd como referencia
anatomica para la localizacion de los ovarios.

Una vez identificados los oviductos, se exteriorizaron cuidadosamente hasta localizar los
ovarios. Cada ovario fue expuesto sobre una superficie estéril colocada en la region
abdominal para evitar el contacto directo de los tejidos con la superficie corporal del animal.
Posteriormente, se realiz6é una ligadura en la region proximal del oviducto, a nivel de la
bifurcacion anatomica, con el proposito de controlar el sangrado y evitar la pérdida de sangre
durante la reseccion. Después de asegurar la ligadura, el tejido ovarico fue seccionado distal
al punto de ligadura y retirado.

Finalmente, se verifico la ausencia de hemorragia y se procedio6 al cierre quirirgico mediante
sutura independiente de los planos interno y externo. Una vez concluido el procedimiento,
los animales fueron colocados en una caja limpia y mantenidos en condiciones de
recuperacion térmica mediante una fuente de calor, hasta recuperar la movilidad y las
condiciones fisioldgicas posteriores a la anestesia.



Transcurridas las tres semanas de recuperacion, se realiza una inspeccion visual del estado
de la rata. No se incluyeron animales que presentaran signos de infeccion tras la operacion.

5.4 Registro del ciclo estral mediante frotis vaginal

Con el objetivo de determinar la fase del ciclo estral de las ratas y controlar la influencia de
las variaciones hormonales sobre las pruebas conductuales, se realizo el registro citologico
del ciclo estral mediante la técnica de frotis vaginal, siguiendo la metodologia descrita por
Marcondes et al. (2002)

Las muestras se obtuvieron diariamente mediante el lavado del canal vaginal con
aproximadamente 20-50 pL de solucion salina estéril (0.9 % NaCl), utilizando una
micropipeta, sin introducirla profundamente para evitar estimular el cuello uterino.
Posteriormente, el contenido se colocod sobre un portaobjetos, se dejo secar al aire y se
observo al microscopio optico.

La fase del ciclo estral se determind con base en la proporcion de células epiteliales
nucleadas, células epiteliales cornificadas y leucocitos, y se clasificd a cada animal en una
de las cuatro fases del ciclo: proestro, estro, metaestro y diestro.

El monitoreo se realiz6 diariamente antes de las pruebas conductuales para asegurar que los
animales fueran evaluados en la fase correspondiente del ciclo estral.

5.5 Prueba de separacion de patrones

La capacidad de separacion de patrones se evalué mediante la prueba Object Pattern
Separation (OPS), descrita previamente por Van Goethem y colaboradores, la cual permite
valorar la funciéon del giro dentado (GD) del hipocampo. Es importante recalcar que esta
prueba se realizé al PD140.

Previo a las evaluaciones conductuales, los animales fueron manipulados durante cinco dias
consecutivos, dos veces al dia, durante 2 a 3 minutos, con la finalidad de reducir el estrés
asociado al manejo experimental.

Las pruebas se realizaron en una arena circular de 83 cm de didmetro y 40 cm de altura, con
paredes grises, ubicada en una sala iluminada con luz roja para minimizar los estimulos
externos.

La evaluacion constd de dos fases. En la fase de aprendizaje, cada animal explord durante 3
minutos dos objetos idénticos colocados a 40 cm entre si. Posteriormente, tras un intervalo
de 1 hora, se llevo a cabo la fase de prueba, con una duracion de 3 minutos. En esta segunda
fase, uno de los objetos permanecié fijo en su posicion original, mientras que el otro fue
desplazado a una de las tres posiciones previamente establecidas, separadas entre si por
intervalos de 6 cm. Asi, la posicion 1 correspondié a un desplazamiento nulo y la posicion 3
al desplazamiento maximo.



El desempefio de los animales se cuantifico mediante el Indice de Discriminacion (ID),
calculado con la ecuacion 1.

D= (tiempo de exploracion del objeto desplazado — tiempo de exploracién del objeto estacionario)

tiempo total de exploracion de ambos objetos
Ecuacién 1. Ecuacién utilizada para cuantificar el Indice de discriminacién (ID), que consiste en dividir el tiempo de
exploracion del objeto movil por el tiempo de exploracion del objeto estacionario, y luego dividir ambos resultados

entre el tiempo total de exploracién de ambos objetos.

Con el fin de evaluar la capacidad de discriminaciéon a cada distancia de desplazamiento,
todos los animales fueron sometidos a multiples sesiones de la prueba, dejando un intervalo
de dos dias entre cada evaluacion. Para evitar efectos derivados de la familiarizacion con los
objetos, en cada sesion se empled un nuevo par de objetos idénticos, manteniendo el mismo
par para todos los animales evaluados ese dia.

La prueba conductual fue videograbada para su andlisis posterior. El registro y cuantificacion
de las conductas se realizaron por un evaluador que desconocia la condicidon experimental y
el tratamiento asignado a cada animal.

5.6 Procedimiento del analisis estadistico

La recopilacion y organizacion iniciales de los datos experimentales se realizaron mediante
el programa Microsoft Excel. Los datos obtenidos fueron posteriormente transferidos a
SigmaPlot para su analisis estadistico y representacion grafica.

Para determinar las diferencias entre las posiciones evaluadas en la prueba de separacion de
patrones se empleo una prueba ¢ de Student para muestras independientes, de dos colas (two-
tailed t-test), de acuerdo con las comparaciones establecidas entre las posiciones 2 y 3.
Adicionalmente, para evaluar de manera simultanea el efecto de los factores experimentales
sobre el desempefio en la prueba, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de tres vias,
considerando como factores el tratamiento, el estado hormonal/ovariectomia y la posicion
del objeto.

En todos los andlisis estadisticos se consideraron estadisticamente significativos los
resultados con un valor de p <0.05. Los resultados se expresaron como media =+ error estandar
de la media (EEM). Las graficas y los andlisis estadisticos se realizaron con SigmaPlot.

6. Resultados y discusion

Para evaluar la memoria espacial mediante la prueba de separacidon de patrones por objetos,
descrita por Van Goethem (citar correctamente), se compard el indice de discriminacion (ID)
obtenido en las posiciones 3 y 5 correspondientes a un grado medio y alto de desplazamiento
espacial del objeto respecto a su ubicacion basal (posicion 1). De acuerdo con Marquez
Garcia (2024), las posiciones 3 y 5 fueron las reportadas como mas discriminativas dentro de
este paradigma. Un ID mayor en PS5 respecto a P3, refleja una mayor capacidad de separacion



de patrones espaciales, por lo que el animal distingue con mayor claridad la ubicacién con
mayor grado de separacion métrica.

6.1 Wistar
En primera instancia se realizaron las graficas correspondientes en el programa Sigmaplot,
para observar su comportamiento a lo largo de los dias, al igual que evaluar como los distintos
tratamientos actuaban en la manera en que el animal discriminaba entre las distintas
posiciones.
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Figura 1. Indice de discriminacién en la prueba de separacién de patrones de objetos del dia 1,
dia 2 y dia 3 en ratas tratadas con solucion salina, con y sin ovariectomia (OVX). Se muestran los
valores correspondientes a las posiciones 3 (P3) y 5 (P5) del objeto desplazado. Los datos se expresan
como media + EEM, n = 8 sin OVX; n = 12 OVX. Para las comparaciones entre las posiciones P3 y P5
dentro de cada grupo se emple6 una prueba t de Student bilateral (two-tailed) *p<0.01, **p<0.001

En la figura 1, se observa que las ratas sin ovariectomia discriminaron significativamente
entre la P3 y P5 (p=0.0119), lo que indica que, desde la primera exposicion, estos animales
identificaron la posicion con mayor desplazamiento espacial como la mas "novedosa". Esta
capacidad se mantuvo como tendencia en el dia 2 (p= 0.0804), sin embargo, dejé de ser
evidente en el dia 3, sin diferencia significativa entre posiciones. Una explicacion plausible
con lo observado durante la prueba es que el objeto utilizado el dia 3 fue el mismo que el del
dia 1; al no representar una fuente de novedad, es posible que las ratas redujeran su
exploracion dirigida por curiosidad, enmascarando su capacidad real de separacion espacial.
Esto resalta una limitacién importante del disefio: la reutilizacion del objeto entre el dia 1 y
el 3 confunde la habituacion a la novedad con el desempefio mnemonico propiamente dicho,
por lo que la caida de discriminacion en el dia 3 debe leerse mas como una saturacion de la
novedad que como una falla de memoria espacial.



Por otro lado, en las ratas con ovariectomia, el patron temporal de este subgrupo fue distinto:
en el dia 1 no se observd discriminacion significativa a favor de P5, la tendencia visual
sugiere, incluso, mayor exploracion relativa en P3, es decir, lo opuesto a lo esperado si el
mayor desplazamiento debiera generar mayor interés exploratorio. Para el dia 2 esta
tendencia se revirtio y la diferencia entre P3 y P5 se volvié significativa (p= 0.0293),
fortaleciéndose atin mas el dia 3 (p=0.00771). En otras palabras, las ratas OVX mostraron
una curva de aprendizaje: partieron de un desempeio "pobre" o incluso "invertido" y fueron
mejorando su separacion de patrones conforme se repitio la prueba en distintos dias.

El ANOVA es consistente con estas observaciones: el dia 2 el inico efecto significativo es
el de posicion (F = 5.310, p = 0.029), sin interaccion con el estatus hormonal (F = 0.00087,
p =0.977), es decir, ambos subgrupos mejoran su discriminacion entre posiciones ese dia de
forma paralela, aunque solo el subgrupo OVX alcanza significancia individual. El dia 3, en
cambio, el efecto significativo es el de estatus hormonal (F = 7.787, p = 0.009): para ese
punto del protocolo, intactas y OVX difieren claramente en su indice de discriminacion
general, lo cual es congruente con las trayectorias opuestas descritas arriba. La interaccion
estatus hormonal x posicion del dia 3 (F = 3.480, p = 0.072) no alcanza significancia
convencional, pero su cercania al umbral sugiere que, con mayor tamafio de muestra, este
cruce de trayectorias podria confirmarse estadisticamente.
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Figura 2. Indice de discriminacion en la prueba de separacién de patrones de objetos del dia 1, dia 2 ydia
3 enratas tratadas con solucion salina, con y sin ovariectomia (OVX). Se muestran los valores
correspondientes a las posiciones 3 (P3) y 5 (P5) del objeto

En conjunto, estos resultados sugieren que la presencia de hormonas ovaricas favorece un
reconocimiento mas temprano, pero menos persistente, al menos bajo un disefio con
reutilizacion del objeto de la separacion espacial, mientras que su ausencia retrasa la
aparicion de esta capacidad, pero permite una consolidacion progresiva y mas robusta hacia
el tercer dia. Esto resulta interesante frente a la literatura descrita por Sheppard et al. (2019)



sobre el papel de los estrogenos en la plasticidad sinaptica y la neurogénesis del giro dentado,
region central en la separacion de patrones, aunque la direccion observada (mejor desempeino
temprano con hormonas, mejor desempefio tardio sin ellas) no es necesariamente la que se
anticiparia de un efecto puramente facilitador de los estrogenos, y merece explorarse mas a
fondo, por ejemplo relacionando la fase del ciclo estral de las ratas intactas con su desempefio
dia a dia.

A diferencia del grupo control, en el grupo tratado neonatalmente con MK-801, no se
encontraron diferencias significativas al realizar el ANOVA de tres vias. Esta ausencia de un
patron definido es un hallazgo relevante: el MK-801 es un antagonista no competitivo de los
receptores NMDA cuya administracion neonatal se emplea para modelar déficits tipo
esquizofrenia, entre ellos alteraciones en la sefalizacion glutamatérgica del giro dentado,
necesaria para el desarrollo y funcionamiento normal de los circuitos de separacion de
patrones. Por lo tanto, la mayor variabilidad y la dificultad para identificar una tendencia
estable en este grupo son congruentes con lo esperado de un modelo que compromete
precisamente el sustrato neurobioldgico de la tarea, més que con una ausencia real de efecto.

Volviendo a la figura 2, en las ratas sin ovariectomia, en los dias 1 y 3 (mismo objeto), las
ratas parecieron guiarse mas por la posicion del objeto que por la novedad, sin mostrar
discriminacion clara entre P3 y P5. En el dia 2, en el que se introdujo un objeto novedoso
(una lata), el interés de los animales se centrd en las caracteristicas del objeto en si (multiples
ratas treparon sobre €l y lo mordisquearon) mas que en su ubicacion espacial, por lo que
tampoco se observo una discriminacion clara por posicion. Este patron de exploracion
dirigida al objeto mas que a su localizacion podria relacionarse con conductas de tipo
perseverativo o con la reactividad exploratoria alterada reportada en modelos farmacoldgicos
de hipofuncion NMDA, aunque esta interpretacion es tentativa mientras no se cuente con un
analisis cuantitativo del tipo de conducta (p. €j., tiempo de exploracion clasificado por tipo
de contacto).

Mientras que en las ratas ovariectomizadas, el patrén general en este subgrupo también fue
de baja discriminacion por posicion en los dias 1 y 3, con una aparente mejoria en el dia 2,
en el que si se observd una diferenciaciéon mas clara entre P3 y P5. Es decir, el subgrupo
OVX-MK-801 muestra, de manera visual, una tendencia parcialmente similar a la de su
contraparte con solucion salina (mejor desempefio con la repeticion de la prueba), aunque
esto no se ha podido confirmar estadisticamente.



6.2 Wistar Kyoto

A diferencia de lo observado en la cepa Wistar, en las ratas WKY las graficas
correspondientes no mostraron un patrén de discriminacion claro entre las posiciones P3 y
P5 en ninguno de los subgrupos (solucion salina/MK-801, sin OVX/OVX), por lo que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de las comparaciones
realizadas, tal como se muestra en las figuras 3 y 4. Esta ausencia de discriminacion se
mantuvo de manera consistente durante los tres dias de evaluacion, independientemente del
estatus hormonal o del tratamiento farmacolédgico recibido.
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Figura 3 Indice de discriminacién en la prueba de separacion de patrones de objetos del dia 1,
dia 2 y dia 3 en ratas tratadas con solucién salina, con y sin ovariectomia (OVX). Se muestran los
valores correspondientes a las posiciones 3 (P3) y 5 (P5) del objeto desplazado. Los datos se expresan
como media + EEM, n = 8 sin OVX; n = 11 OVX. Para las comparaciones entre las posiciones P3 y P5
dentro de cada grupo se emple6 una prueba t de Student bilateral (two-tailed) ns
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Figura 4 Indice de discriminacién en la prueba de separacién de patrones de objetos del dia 1, dia 2 y
dia 3 en ratas tratadas con solucion salina, con y sin ovariectomia (OVX). Se muestran los valores
correspondientes a las posiciones 3 (P3) y 5 (P5) del objeto desplazado. Los datos se expresan como media +
EEM, n =6 sin OVX; n =15 OVX. Para las comparaciones entre las posiciones P3 y P5 dentro de cada grupo
se empled una prueba t de Student bilateral (two-tailed) ns

Para discutir nuestros resultados, es importante sefialar que la prueba de separacion de
patrones de objetos (Object Pattern Separation, OPS) constituye una herramienta conductual
utilizada para evaluar la capacidad de los animales para discriminar entre representaciones
espaciales similares. Este proceso depende principalmente de la funcion del hipocampo,
particularmente del giro dentado (DG), cuya organizacion neuronal permite transformar
representaciones similares de la informacion entrante en representaciones suficientemente
diferenciadas para evitar la interferencia entre recuerdos.

En este sentido, las diferencias conductuales basales de las WKY pueden dificultar la
separacion entre un verdadero déficit de memoria espacial y una alteracion de la motivacion
exploratoria o de la respuesta emocional al contexto, si bien la cepa WKY puede presentar
un desempefio adecuado en diferentes tareas de aprendizaje y memoria, posee caracteristicas
neurobioldgicas y conductuales basales que la diferencian de las ratas Wistar convencionales.
En particular, se ha demostrado que las WKY presentan una reduccion congénita de la
neurogénesis en el giro dentado. Kin et al. (2017) encontraron una disminucion significativa
de células BrdU+ y BrdU+/DCX+ en el DG de ratas WKY en comparacion con ratas Wistar,
mientras que no observaron diferencias equivalentes en la zona subventricular.

Por lo tanto, la menor neurogénesis basal observada en las ratas WKY podria representar un
factor de confusion para la evaluacion conductual de la separacion de patrones. Es decir, un
bajo desempefio en la OPS no necesariamente reflejaria exclusivamente una alteracion



inducida por la manipulacion experimental, sino que podria estar parcialmente condicionado
por las caracteristicas neurobiologicas propias de la cepa. Esta consideracion es
especialmente importante cuando se pretende interpretar la OPS como una medida
relacionada con la funcion del DG, ya que la capacidad de esta estructura para generar
representaciones diferenciadas podria haberse modificado desde el estado basal en las WKY
(Kin et al., 2017).

A esta consideracion se suma el fenotipo conductual caracteristico de las WKY. Esta cepa es
ampliamente utilizada como modelo de vulnerabilidad al estrés y de alteraciones afectivas, y
presenta diferencias en actividad espontanea y comportamiento exploratorio respecto a otras
cepas. Un estudio comparativo reciente encontré que las WKY presentan menor actividad
espontanea durante la fase activa en comparacion con las ratas Wistar, ademas de diferencias
en diversos pardmetros relacionados con la ansiedad y la memoria (Tchekalarova J 2023).

En conjunto, estas caracteristicas permiten considerar que las ratas WK no constituyen una
cepa inadecuada para estudiar la separacion de patrones, pero si una cepa que puede presentar
limitaciones al utilizar la OPS como una medida aislada de la funcion del giro dentado. La
reduccién basal de la neurogénesis hipocampal descrita en esta cepa, junto con sus
caracteristicas conductuales particulares, puede disminuir la capacidad para distinguir entre
un déficit especifico de separacion de patrones y alteraciones generales de exploracion,
actividad o procesamiento hipocampal. Por esta razon, los resultados obtenidos deben
interpretarse considerando el fenotipo basal de la cepa y no tnicamente en funcion de las
diferencias observadas entre los grupos experimentales.

7. Objetivos y metas alcanzadas

Durante el desarrollo del proyecto se logré cumplir con el objetivo general de evaluar la
influencia de la vulnerabilidad al estrés y de la condicion hormonal sobre la separacion de
patrones espaciales en ratas hembra Wistar y Wistar-Kyoto. Para ello, se establecio y aplicod
el modelo experimental propuesto, considerando como variables la administracion neonatal
de MK-801 y la condicion hormonal. Se completo el seguimiento de los animales, incluyendo
la ovariectomia y el registro del ciclo estral en los grupos correspondientes, asi como la
evaluacion conductual mediante la prueba de separacion de patrones de objetos.

Asimismo, se alcanzaron los objetivos relacionados con la comparacion del desempefio entre
las cepas Wistar y Wistar-Kyoto y con la evaluacion de la influencia de la condicion
hormonal sobre la separacion de patrones. Se obtuvo y organizé la informacién conductual
correspondiente a las diferentes condiciones experimentales y se realizd su andlisis
estadistico mediante pruebas t de Student y ANOVA de tres vias, permitiendo evaluar el
efecto del tratamiento, la condicién hormonal y la posicion del objeto sobre el desempefio de
los animales.



En cuanto a la evaluacion de los efectos de la administracion neonatal de MK-801 y de su
posible interaccion con la condicion hormonal y la vulnerabilidad al estrés, los resultados
obtenidos permitieron establecer el alcance de estos factores bajo las condiciones
experimentales empleadas. Finalmente, se logrd realizar una caracterizacion inicial de la
respuesta de ambas cepas en la prueba de separacion de patrones, asi como identificar las
principales variables que deben considerarse para la interpretacion de este paradigma. De
esta manera, el proyecto permitidé cumplir con las metas experimentales y analiticas
planteadas y establecer bases metodologicas para continuar con el estudio de los efectos
cognitivos asociados con la administracion neonatal de MK-801.

8. Conclusion

Los resultados obtenidos muestran que la separacion de patrones espaciales en ratas hembra
estd influida por las caracteristicas propias de la cepa y por la condicion hormonal. En las
ratas Wistar, la condicion hormonal modificé el desempefio a lo largo de las sesiones,
mientras que en las WKY no se observo un patrén de discriminacion consistente, lo que
resalta la importancia del fenotipo basal de la cepa para la interpretacion de esta tarea. Por
otra parte, la administracion neonatal de MK-801 no produjo alteraciones estadisticamente
significativas en la separacion de patrones bajo las condiciones evaluadas, ni se obtuvo
evidencia suficiente de que la ovariectomia modificara especificamente este efecto.

En conjunto, los hallazgos indican que la separacion de patrones no puede interpretarse de
manera independiente de las condiciones biologicas del modelo. La cepa y el estado
hormonal representan variables relevantes para su evaluacion, mientras que el efecto del MK-
801 sobre este proceso no pudo establecerse de forma concluyente mediante el paradigma
empleado. Estos resultados aportan elementos para una mejor caracterizacion de los factores
que pueden modificar la evaluacion de procesos cognitivos dependientes del hipocampo en
modelos experimentales de alteraciones tipo esquizofrenia.

Con base en estos hallazgos, la hipdtesis se acepta parcialmente, debido a que se observaron
modificaciones en el desempefio asociadas con la condicion hormonal y diferencias entre
cepas relacionadas con la vulnerabilidad al estrés; sin embargo, no fue posible establecer de
manera concluyente que la condicién de estrés modificara por si misma la separacion de
patrones.

9. Perspectivas futuras y recomendaciones

Como perspectiva futura, se recomienda ampliar el tamafo de muestray mantener un disefio
experimental equilibrado entre cepa, tratamiento y condicién hormonal, con el fin de
incrementar la capacidad para detectar posibles efectos e interacciones. Asimismo, seria



conveniente utilizar objetos diferentes en cada sesidon de la prueba OPS para reducir la
influencia de la habituacion y de la novedad sobre el desempefio de los animales.

En los grupos sin ovariectomia, se recomienda considerar la fase del ciclo estral como una
variable experimental y analizar su posible relaciéon con el desempeno conductual. De igual
manera, seria pertinente complementar la prueba OPS con otras evaluaciones de memoriay
conducta exploratoria, asi como con estudios neurobioldgicos dirigidos al hipocampo,
particularmente al giro dentado. Esto permitiria determinar con mayor precision si las
variaciones observadas en la tarea corresponden a modificaciones especificas de la
separacion de patrones o a cambios generales en la conducta.

Finalmente, seria conveniente profundizar en los efectos de la administracién neonatal de MK-
801 mediante un abordaje que integre variables conductuales y neurobiolégicas. Esto
permitiria establecer con mayor claridad la relacion entre la alteracidn temprana de la
neurotransmision glutamatérgica, la vulnerabilidad al estrés y la condiciéon hormonal, asi
como su participacion en los procesos cognitivos dependientes del hipocampo.
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