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ABREVIATURAS

CPFm: Corteza prefrontal medial

EZ: Esquizofrenia

EEG: electroencefalograma

GABA: Acido y-aminobutirico

GADG67: glutamato descarboxilasa de 67 kD

(E-1): Balance excitacion-Inhibicion

IN PV: Interneuronas parvalbimina positivas

Ket: Ketamina (2-chlorphenyl-2-methylamino-cyclohexanone)

LFP: Potencial de campo local

NMDAr: receptor N-metil-D-Aspartato

PV: Parvalbumina

PSD: Densidad de poder espectral



RESUMEN

El déficit en la conducta social asociado a la esquizofrenia (EZ) se ha vinculado a posibles alteraciones en
la maduracion neuronal de la corteza prefrontal medial (CPFm) durante la adolescencia. Se postula que la
hipofuncién de los receptores NMDAR en la CPFm durante este periodo contribuye a desequilibrar la
funcién excitatoria/inhibitoria, afectando las oscilaciones gamma. Aunque se han observado anomalias
en estas oscilaciones en individuos con EZ, aln no se ha establecido una conexién clara entre estas
alteraciones y la conducta social. Esta investigacion busca explorar la hipétesis de que el bloqueo crénico
de los receptores NMDAR durante la adolescencia induce un deterioro en la conducta social en ratones

adultos, asociado a cambios en los patrones de actividad oscilatoria en la CPFm.

OBIJETIVO: Corroborar una relacién entre los patrones de actividad oscilatoria gamma en la corteza
prefrontal medial (CPFm) y la conducta social en la etapa post-adolescencia en un modelo de
esquizofrenia (EZ) inducido mediante el bloqueo crénico de los receptores NMDA durante la

adolescencia."

METODOS: Se analizé la actividad oscilatoria post adolescencia, mediante registro de potencial de campo
local (LFP) en la CPFm durante una prueba de preferencia y novedad social en un grupo control y un grupo
murino de EZ generado a partir de la administracidn crénica con ketamina durante la adolescencia en

ratones C57BL/6.

RESULTADOS: Nuestros resultados muestran que la administracion del antagonista de NMDAR durante la
etapa juvenil en ratones C57BL/6 afectd el comportamiento de enfoque de preferencia social post
adolescencia, generando mayores tiempos de exploracién social con un conespecifico y paralelamente
un mayor poder espectral en la actividad oscilatoria en frecuencia gamma en la corteza prefrontal

comparado al grupo control.

CONCLUSION: Aunque investigaciones anteriores han sefialado déficits en la interaccién social con el uso
de antagonistas NMDAR, el incremento en el enfoque social observado en los ratones tratados con
ketamina en nuestro estudio podria indicar un déficit en el reconocimiento social. Por otro lado, estos
hallazgos respaldan la hipétesis de que la disfuncién de los receptores NMDA desempefia un papel en la

alteracion de las oscilaciones gamma en la esquizofrenia.



1.- Introduccion

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la esquizofrenia (EZ) afecta a mas de 21
millones de personas en todo el mundo (1). Este trastorno psiquiatrico grave esta asociado con una
discapacidad significativa que puede tener un impacto en el funcionamiento social, educativo y laboral
(2). La esquizofrenia se caracteriza por un sindrome conductual y cognitivo complejo, y parece tener su
origen en la interrupcion del desarrollo cerebral, que involucra areas como la corteza prefrontal, el
hipocampo vy el sistema limbico, y puede ser causada por factores genéticos y/o ambientales (3). El
diagndstico se realiza clinicamente sobre la base de la historia y por un examen del estado mental, sin
pruebas de diagndstico o biomarcadores disponibles, teniendo como caracteristicas centrales los
sintomas positivos o episodios psicéticos (delirios, alucinaciones), junto con sintomas negativos (abulia,
alogia, asociabilidad, anhedonia, avolicién) y deterioro cognitivo (4—6). Aunque no se consideran en el
diagndstico, los sintomas cognitivos que se manifiestan en la EZ, representan un desafio en el tratamiento
debido a la poca claridad en el origen neurofisioldgico. Si bien los medicamentos antipsicoticos brindan
un alivio a los sintomas positivos (7), los sintomas cognitivos tienden a persistir y a causar una
discapacidad social profunda, transformandose en indicadores de gravedad de la enfermedad (8). Debido
a la dificultad que supone cuantificar los aspectos cognitivos en la EZ, se ha establecido una bateria de
pruebas para su evaluacion, desarrollada por el Instituto Nacional de Salud Mental (NIMH) de EE. UU (9).
Esta evaluacion incluye siete dominios relacionados con la cognicion: velocidad de procesamiento,
atencidn-vigilancia, memoria de trabajo, aprendizaje verbal, aprendizaje visual, razonamiento - resolucién
de problemas, y cognicidn social. A partir de esto, se ha descrito extensamente que existe un deterioro
cognitivo-funcional en pacientes con EZ (10-16). De manera importante las deficiencias sociales se han
asociado a desempefios ocupacionales deficientes y a una menor calidad de vida (13-15,17). Debido a
esta evidencia, se hace imperativo y necesario entender los mecanismos neurofisioldgicos que subyacen
en las manifestaciones de los deterioros sociales asociados a la EZ, para tratamientos mas adecuados a

los existentes.



1.1-Cognicion social en EZ.

Los aspectos relacionados con la sociabilizacién de pacientes con EZ, han sido motivo de interés
reciente en la neurociencia, debido a que es particularmente desafiante para estas personas comprender
las sefiales sociales, el contexto social de estas y desarrollar relaciones interpersonales (17-20). La EZ se
caracteriza por marcadas disfunciones de la comunicacién que abarcan deficiencias potenciales en el
procesamiento de informacién social-abstracta, especialmente en situaciones cotidianas donde estdn
presentes multiples modalidades en forma de habla y gesto (18,19). Este deterioro en la sociabilizacion
se enmarca en procesos cognitivos que en su conjunto son denominados cognicidn social. Este tipo de
cognicién involucra procesos psicolégicos que estan involucrados en la percepcion, codificacién,
almacenamiento, recuperacién y regulacién de informacién sobre otras personas y sobre nosotros
mismos (21,22). Se ha descrito en personas con EZ un deterioro en el reconocimiento facial de emociones,
procesamiento de emociones, percepcion social y teoria de la mente, es decir, una disfuncién de la
capacidad de comprender el comportamiento de los demas y de hacer inferencias sobre el estado mental
de los otros por medio de las claves sociales en contextos concretos (23—27). Asimismo, algunos estudios
sugieren que diferentes aspectos de la cognicién social son responsables de diferentes estados
funcionales y ocupacionales, asi como de diferentes sintomas psicopatolégicos (12—14). Por estos
motivos, el deterioro de la cognicidn social es uno de los indicadores mas importantes del funcionamiento
psicosocial de las personas con EZ (15). A pesar de que la evidencia describe que los dominios cognitivos
no-sociales y sociales estdn estrechamente relacionados entre si (12,17), la cognicién social parece ser un
aspecto muy diferenciado de la cognicidn en su conjunto, involucrando especificamente la CPFm como
su sustrato neuroanatdmico esencial (28). Por ende, este deterioro socio cognitivo no seria una mera
consecuencia de la enfermedad, sino mas bien una manifestacion diferenciada de la cognicion no-social

y de los sintomas negativos (12).

1.2.-Bases neuroanatdmicas del deterioro socio-cognitivo en la EZ.

Esta diferenciacién de funciones cognitivas se basa en las conexiones neuroanatémicas de la
CPFm, que se puede dividir en dos secciones: la CPF medial (CPFm) y la CPF lateral (CPFI) (29). Aunque
participan colectivamente en la conducta cognitiva compleja y la toma de decisiones, asi como en la

moderacién de las conductas sociales dirigidas a objetivos, existe consenso en que la CPFl y CPFm poseen



diferencias generales en la funcién cerebral (29). Mientras que la CPFl apoya el proceso de control
cognitivo en general, la CPFm juega un papel fundamental en habilidades cognitivas sociales como la
autorreflexién y la percepcién social (30,31). La participacidn de la CPFm en la cognicidn social ha llevado
a considerar a ésta como una regién clave en la comprensidon de uno mismo y de los demas. Se especula
que esta funcidn socio cognitiva deriva de la alta relacidn de conectividad con la regién cingulada anterior,
ademas de la insula, la amigdala y nucleo acummbens, areas limbicas y mesocorticales, relacionadas con
el valor del resultado conductual en términos de recompensa o aversién (32—34). Debido a esta relacidn,
se involucra a la CPFm con el aprendizaje social y la prediccion de resultados probables de las acciones

ejecutadas (35).

Estudios de neuroimagen en pacientes con lesidn focal de la CPFm muestran un comportamiento
social gravemente deteriorado. La mayoria de los sintomas resultan en conductas o lenguaje
desorganizado, discurso confabulatorio, apatia, desafeccidn, insensibilidad a las consecuencias futuras de
las acciones e inflexibilidad cognitiva (36—38). El papel atribuido a la CPFm es el control top-down sobre
el procesamiento de mentalizacidn y las emociones (39) en situaciones sociales complejas y novedosas.
Este deterioro de la conducta social en personas con lesién focal de la CPFm, posee caracteristicas
similares en mayor o menor grado con algunas enfermedades psiquidtricas, como el sindrome de espectro
autista y la EZ (40), indicando el rol de la CPFm en la génesis de estos déficits socio-cognitivos.
Especificamente, estudios de neuroimagen en pacientes con EZ que muestran un rendimiento deficiente
en tareas socio-cognitivas (41-43), también muestran una menor conectividad entre la CPFm vy las
regiones extendidas, incluida la corteza cingulada anterior (44) y las regiones asociadas con el circuito
mesolimbico-talamocortical (45,46). Es asi que, en un estudio de resonancia magnética funcional,
pacientes con EZ mostraron una activacion reducida en la CPFm al procesar contenido social-abstracto

gestual, cuando se les pidi6 identificar si correspondia a la descripcion de una persona o un objeto (47).

El inicio de la EZ en la adolescencia es una de sus caracteristicas centrales, manifestandose a
través de disfunciones cognitivas que pueden ser observadas antes de la aparicién de los sintomas
psicoticos, que aparecen tipicamente durante la adolescencia tardia o adultez temprana (48). Es sabido
que la adolescencia es una etapa especialmente critica para el normal desarrollo de la CPF, debido a la
reorganizacion sindptica de redes neuronales que ocurren en este periodo y que pueden ser relevantes
en la aparicién de las disfunciones cerebrales de |la EZ (49). Basado en esta evidencia, los deterioros socio-
cognitivos de la EZ apuntan a un deterioro funcional de la CPFm gatillado durante la adolescencia como

sustrato neuroanatémico (48,49).



1.3.- Bases neurofisioldgicas del deterioro socio-cognitivo.

1.3.1. Vulnerabilidad sinaptica de la CPFm durante la Adolescencia

La CPF es una estructura de desarrollo tardio cuyos circuitos continlan madurando a través de la
adolescencia hasta la edad adulta temprana (48). Ha sido descrito como un periodo de alta vulnerabilidad
en el desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos, ya que ocurren cambios sustanciales en la
reorganizacién funcional y neuroquimica de la CPF, que coinciden con cambios a nivel cognitivo, social y
emocional (49). Uno de los cambios mas importantes es el aumento de la poda sinaptica de las neuronas
piramidales excitatorias glutamatérgicas y el aumento de la actividad de las sinapsis inhibitorias
GABAérgicas, definiendo en gran medida la actividad de la CPF regulada por neuromoduladores que
incluyen, entre otros, catecolaminas, acetilcolina y serotonina (50-52). La interaccién de estas sefales
sindpticas por parte de las neuronas piramidales e interneuronas (IN) se puede condensar en una relacién
de actividad excitadora e inhibidora, denominada balance excitacién-inhibicién (E-1) (50). Se postula que
un desequilibrio en el balance E-I durante este periodo podria generar cambios en la maduracién de los
circuitos neuronales que median el procesamiento de la recompensa y la regulacion de los estimulos
socioafectivos y la modulacién de estos circuitos por parte de los sistemas de control prefrontal en la EZ
(50-54). Dentro de este equilibrio en la CPF, las neuronas GABAérgicas que expresan parvalbimina (PV)
tienen un papel importante en regular la actividad de poblaciones de las neuronas piramidales corticales
excitatorias (54). Se ha observado una disminucidn en los niveles de acido glutaémico descarboxilasa (GAD
67), la enzima responsable de la sintesis de GABA en las interneuronas de la CPF, en estudios histoldgicos
que analizaron tejido cerebral post-mortem de pacientes con EZ (57). Asimismo, los resultados de un
reciente meta-analisis de estudios post-mortem (58) indican una menor densidad de interneuronas PV en
la CPF de individuos con EZ. Estas alteraciones histoldgicas sugieren que las interneuronas PV GABAérgicas

son particularmente susceptibles o afectadas en la patologia de la enfermedad (55, 56, 57, 58).

1.3.2. Disfuncién de los receptores NMDA en interneuronas PV

Una idea central en la fisiopatologia y que podria explicar estas anomalias en la EZ es el posible

desarrollo deficiente de los receptores ionotrépicos glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDAR)

durante la adolescencia que afectaria especialmente a las interneuronas PV (49-53). Su mayor



vulnerabilidad en comparacion con las neuronas piramidales puede deberse por las caracteristicas
biofisicas y proporcion de las subunidades (GIuN2A/ GIuN2B) que componen a los NMDAR y que en
conjunto afectarian las respuestas postsindpticas dependientes de NMDAR (60). La formacion sindptica y
de circuitos durante el desarrollo dependiente de la experiencia, que se basa en la plasticidad mediada
por NMDAR, sugiere que los NMDAR que contienen GIuN2B son el pilar en el mantenimiento de la
plasticidad del periodo critico (61). En la transicién de adolescencia a adultez existe un cambio en la
proporcién de subunidades de NMDA GIuN2B a GIuN2A, este desarrollo ocurre mas tarde en la CPF que
en otras regiones del cerebro y marca la transicidon de la adolescencia al procesamiento neuronal adulto
(60,76). Las neuronas piramidales de la capa I/ Il exhiben una cantidad igual de subunidades GIUN2A y
GluN2B, mientras que las neuronas piramidales de la capa V expresan mas subunidades GIuN2B durante
el desarrollo adolescente a adulto (76). Por el contrario, las interneuronas GABAérgicas PV exhiben un
claro cambio de subunidad GIuN2B a GIuN2A durante este periodo (76). Esto respalda la idea de que la
hipofuncién glutamatérgica esta vinculada con la disfuncidn de las interneuronas GABAérgicas PV de la
CPF, especialmente durante la adolescencia. Durante este periodo critico de desarrollo, las interneuronas
PV experimentan una transicion significativa en la composiciéon de subunidades de NMDA de GIuN2B a
GluN2A. La sensibilidad de las interneuronas GABAérgicas PV a las alteraciones en sus receptores de
glutamato tipo NMDA durante la adolescencia sugiere que estas modificaciones en la composicion de
subunidades podrian desempenfar un papel importante en la funcién y disfuncién de estas interneuronas,
contribuyendo asi a la hipofuncién glutamatérgica observada en la CPF durante este periodo de desarrollo
(59). Otra evidencia proviene de la alteracién de la actividad neuronal in vivo en modelos animales de EZ,
sugiriendo que esta subunidad podria contribuir al inicio de la enfermedad (61). Los antagonistas NMDAR
con afinidad a la subunidad 2A muestran un impacto mas marcado en la actividad neuronal, a diferencia

de los antagonistas dirigidos a las subunidades 2B, C o D, que tienen escaso o nulo efecto (61).

1.3.3. Relacidn entre la actividad de las interneuronas PV y el comportamiento social

Si bien la evidencia relaciona los deterioros sociales de la EZ con una hipoactividad de la CPFm, la
base neurobiolégica de estos déficits sigue siendo dificil de comprender. A partir de estudios
electrofisioldgicos in vivo en roedores, se ha descrito que las interneuronas PV de la CPFm elevan las
tasas de descarga ante conductas de sociabilizacion (62—64). Especificamente se ha descrito una actividad
preferencial de esta poblacién cuando un ratdn se acerca a un conespecifico extrafio, pero no presentan
tal elevacion cuando se acerca a un objeto inanimado (63,64). Esto supone la existencia de redes

neuronales altamente especializadas que sostienen los procesos de comportamiento social. Esta conducta



de preferencia por la interaccidon con un conespecifico es descrita como un fenémeno de recompensa
social y es una caracteristica fundamental en los comportamientos de sociabilizacién en roedores. A partir
de esto, se ha estudiado el comportamiento social de estos animales y se ha demostrado que las
conductas sociales pueden ser moduladas mediante la manipulacidon optogenética o quimiogenética de
la CPFm (62, 63,65—67). Es asi como la reactivacidon optogenética de estos conjuntos neuronales de la
CPFm posterior a una interaccion social previa con compafieros de jaula, amortiguan las conductas de
freezing en contextos de miedo aprendido, fendmeno conocido como social buffering (66). Otros
resultados establecen un rol de las eferencias de la CPFm hacia nucleos subcorticales en las conductas de
evitacion social o de resiliencia subyacente (62). En un estudio reciente se demostrd en ratones que la
inhibicidn especifica de subconjuntos neuronales PV de la CPFm produjo un deterioro de la conducta de
preferencia social y, adicionalmente, la activacion optogenética de estas mismas poblaciones produjo un
efecto prosocial (63). Esta evidencia apunta a que la CPFm funciona de manera diferencial en los calculos

de red para el control top-down del comportamiento social.

1.4.- Relacidn entre dinamica E-l y cognicidn social en EZ: La oscilacion gamma.

1.4.1 Oscilacién gamma y Equilibrio E/I

Las oscilaciones cerebrales son la manifestacion mesoscépica de la actividad coordinada de

|II

poblaciones neuronales (68). Especificamente el término “oscilacidon cerebral” hace referencia a las
fluctuaciones ritmicas de los potenciales extracelulares llamados potenciales de campo local (LFP del
inglés Local Field Potential) registrados a través de electrodos intracerebrales, (69). La actividad oscilatoria
facilita la sincronizacion de la descarga de potenciales de accién de grupos neuronales o areas corticales,
cercanas o distantes (68). Se han descrito diferentes tipos de actividad oscilatoria y se han clasificado por
la frecuencia en delta (1-3 Hz), theta (4-7 Hz), alfa (8-12 Hz), beta (13-30 Hz) y gamma (31-80 Hz) en
humanos (70), y en roedores se han descrito frecuencias para delta (1-4 Hz), theta (8—12 Hz), beta (12-30
Hz), y gamma (30—100 Hz) (71). Durante el funcionamiento normal del cerebro, la amplitud y organizacion
de las oscilaciones neurales dependen en gran medida de la inhibicion mediada por interneuronas
GABAérgicas y de la actividad de las células piramidales que regulan la activacidon de conjuntos neuronales,
lo que conduce a fluctuaciones ritmicas en la excitabilidad neuronal. Se ha teorizado que para que suceda

este estado oscilatorio, la dindmica E/I debe equilibrarse adecuadamente en el tiempo para determinar

las propiedades oscilatorias en estas redes (70). Una manifestacion importante de las alteraciones en el
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equilibrio E/I son los cambios en el patron de actividad oscilatoria cerebral. La actividad oscilatoria
aparece a diferentes niveles cerebrales, participando en procesos motores, perceptivos y cognitivos (72),
lo que sugiere un posible vinculo entre los procesos fisiopatoldgicos que sustentan las oscilaciones
neuronales y los déficits cognitivos observados en la EZ (73,74). La evidencia indica que las oscilaciones
gamma desempefian un papel clave en procesos cognitivos que involucran la sincronizacién precisa de
redes neuronales a microescala (55). Mantener estas oscilaciones en la banda de frecuencia gamma
requiere un equilibrio preciso de E/I, junto con una sincronizacion temporal precisa (70). La convergencia
de evidencia respalda la hipdtesis de que las interneuronas de cestas de PV desempefian un papel central
en la generacion de oscilaciones gamma, gracias a su conexidn intrinseca con la inhibicidn perisomatica y
sus caracteristicas distintivas, como el disparo rapido sin fatiga y la resonancia a frecuencias gamma.
Aunque otras interneuronas pueden influir en la generacién de dichas oscilaciones, la funcién crucial de
las interneuronas de cestas de PV radica en proporcionar inhibicidn rapida y sincronizada (75). Activadas
por la excitacion glutamatérgica de las células piramidales, estas interneuronas emergen como elementos

esenciales en la regulacion de la dindmica de las oscilaciones gamma en el circuito cortical (76).

Debido a estas caracteristicas temporales de actividad neuronal es que se ha propuesto que la
alteracion del equilibrio E/I sea particularmente manifestado en la actividad gamma, existiendo una
amplia evidencia que apunta a mecanismos neuronales de interaccion entre interneuronas GABAérgicas

y neuronas piramidales (50, 51,76).

1.4.2. Interneuronas PV y Oscilaciones Gamma en Esquizofrenia

Las lineas convergentes de evidencia de varios estudios sugieren que las interneuronas PV juegan
un papel central en la sincronizacion de la actividad de la red neuronal, apuntando a que la disfuncién de
la actividad de los NMDAR de estas interneuronas estaria involucrada en la alteracién de las oscilaciones
gamma en pacientes esquizofrénicos (50, 54, 55, 59,76—80). Los hallazgos varian en cuanto a la
direccionalidad del poder de gamma, sugiriendo que la actividad oscilatoria mediada por las
interneuronas PV es diferente segun la regidn del cerebro y los mecanismos de generacién en la red
neural. Es asi que existe evidencia basada en EEG que asocia el aumento del poder de gamma a sintomas
positivos de la EZ (77). De igual forma, otros estudios describen un menor poder de oscilacion gamma de
manera intrinseca (EEG registrado en resting state) en estos pacientes (81,82). Adicionalmente se ha

descrito una asociacion entre déficits cognitivos en la EZ y una alteracién del poder de gamma prefrontal
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(79, 83,84). De manera interesante, se ha descrito que el abordaje terapéutico en estos pacientes,
mediante el entrenamiento cognitivo, normaliza el poder gamma basal en las dreas de registro

prefrontales (85,86).

Se han observado hallazgos similares en modelos preclinicos de EZ, mediante la administraciéon de
antagonistas NMDAR, como la fenciclidina o ketamina (122). Se ha evidenciado un aumento del poder
espectral de gamma durante la exploracion libre ante la aplicacion de una dosis aguda de ketamina y una
disminucién del poder de gamma ante la administracion crénica de este antagonista NMDAR (87). Otros
estudios en roedores, utilizando estos modelos farmacoldgicos, han demostrado déficits cognitivos

asociados a memoria de trabajo, aprendizaje y toma de decisiones (88).

A pesar de que se ha podido establecer una relacion entre los deterioros cognitivos no-sociales de la EZ
con una alteracién del poder gamma en la CPF, la relacién entre cognicidn social y la alteracion de
oscilaciones prefrontales en EZ, no ha sido establecida. Sin embargo, estudios en ratones han establecido
una relacidn entre actividad oscilatoria gamma y cognicién social (63, 89,90). Es asi que en un estudio
donde se utilizé la estimulacidn optogenética a 40 Hz en poblaciones de interneuronas PV de la CPFm, se
demostrd que se generan comportamientos de preferencia social en ratones adultos que habian sido
sometidos a aislamiento social durante el desarrollo, revirtiendo los déficits de preferencia social que se
manifestaron previo a la estimulacion (90). De igual forma se ha descrito que la manipulacidn
guimiogenética de interneuronas PV produce déficits de socializacién en ratones, asociado a una

disminucién del poder espectral de la actividad oscilatoria gamma (63).

Esta relacién entre actividad gamma y conducta social apunta a que los déficits socio cognitivos de la EZ
podrian manifestarse y relacionarse con una disminucién del poder espectral de oscilacién gamma en la

CPFm.

1.-5 Modelos animales de EZ

Por razones éticas, para conocer las bases neurofisioldgicas de la EZ es necesario la utilizacion de
modelos animales de EZ que puedan replicar las caracteristicas observadas en los pacientes. Una de las
principales ventajas de los modelos animales es que permiten examinar la actividad neuronal in vivo
mediante arreglos de electrodos intracerebrales, correlacionando directamente esta actividad con el
comportamiento. En la actualidad se han creado diferentes modelos murinos de EZ en base a los

mecanismos subyacentes que estan implicados en la génesis de la enfermedad, como son los factores
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genéticos, factores de riesgo durante el desarrollo, o los factores implicados en la fisiopatologia de la
enfermedad (122). Especificamente, el hipofuncién del receptor NMDA se ha considerado clave en la
fisiopatologia de EZ, en base a evidencia de que los antagonistas de este receptor, como la fenciclidina o
la ketamina, inducen sintomas similares a la EZ cuando se administran a individuos sanos y exacerban los
sintomas en pacientes con EZ (91,92). Por lo tanto, se han disefiado estudios en base a la administracion
crénica de antagonistas no competitivos del receptor NMDA a roedores juveniles con el propésito de
proporcionar modelos animales adultos de EZ. La aplicacidn durante la juventud de antagonistas NMDAR,
se fundamenta en el hecho de que los mecanismos fisiopatoldgicos de la EZ se originan durante este
periodo, para luego manifestarse o exacerbar durante la adultez temprana (48-50). La exposicidén repetida
de ketamina en roedores induce la disfuncidn de las interneuronas PV corticales con pérdida de expresién
de PV y GAD67 (93), ademas facilita procesos de produccién de superoxidos, responsables de la disfuncion
de las neuronas PV corticales (94). Estos efectos sobre el sistema de interneuronas PV son reversibles en

adultos, pero irreversibles en cerebros en desarrollo (95).

Conductualmente, la administracién crdnica de ketamina en roedores, produce hiperlocomocion,
deterioro del comportamiento social, y déficit en el aprendizaje y memoria de trabajo (88,93).
Adicionalmente se ha informado de manera separada, que la administracion crénica de ketamina produce
una disminucién del poder espectral gamma en roedores durante pruebas conductuales (87). Esto sugiere
que la hipofuncién de NMDAR en las interneuronas puede ser responsable de los efectos neurofisioldgicos
y de comportamiento en estos animales. Sin embargo, se desconoce si el bloqueo de los NMDAR durante
la adolescencia induce alteraciones en la cognicidn social y alteraciones oscilatorias en la CPFm en la
adultez. Por lo tanto, proponemos que el modelo animal de EZ basado en la aplicacidn sistémica de
ketamina durante la edad juvenil de ratones es coherente con la edad de instauracion de la fisiopatologia
descrita en la literatura, lo que permite medir los efectos durante la edad adulta de los animales de forma
traslacional a la edad en los humanos. Para eso planteamos la utilizacién de un modelo animal de EZ
basado en la exposicién farmacoldgica crénica en la adolescencia y estudiar el registro de actividad

cerebral en la CPFm, durante la conducta social en la adultez.
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2.- RESUMEN Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

e El deterioro en la conducta social en la EZ podria derivar de alteraciones en la maduracion
neuronal en la corteza prefrontal medial (CPFm) durante la adolescencia.

e La hipofuncion de los receptores NMDAR en las interneuronas PV+ de la CPFm durante la
adolescencia se postula como una posible causa de desequilibrio entre la actividad neuronal
excitatoria e inhibitoria, lo que podria contribuir a la fisiopatologia de la EZ.

e Estudios indican que las interneuronas PV+ estan intrinsecamente relacionadas con la generacién
de oscilaciones gamma en la CPFm soportando conjuntamente conductas sociales.

e Se han observado anomalias en las oscilaciones gamma en individuos con EZ, lo que sugiere una
disfuncidn en las redes neuronales de la CPFm que soportan la conducta social.

e Una asociacién entre conducta social y la alteracion de oscilaciones gamma prefrontales en un
modelo de hipofuncion NMDA de EZ, no ha sido establecida.

¢Existe una relacion entre la alteracion de la actividad oscilatoria de la CPFm y el deterioro en la conducta
social en un modelo animal de EZ?
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INNOVACION E IMPACTO

Trabajos anteriores han relacionado la actividad cerebral gamma a procesos cognitivos no sociales, pero
no se ha evaluado su manifestacion intracortical en animales vivos asociado a conductas de cognicion
social en modelos farmacolégicos de SZ. Por lo tanto, el impacto del trabajo que proponemos busca
establecer una relacién causal entre la actividad oscilatoria cerebral de la CPFm y la conducta socio-
cognitiva, asociando especificamente los déficits sociales con una disminucion de la actividad gamma en

un modelo murino de EZ.

3.- HIPOTESIS:
“El bloqueo crénico de los receptores NMDA durante la adolescencia induce un deterioro en la conducta

social en ratones adultos, lo cual se asocia a cambios en los patrones de actividad oscilatoria en la CPFm”

4.- OBJETIVO GENERAL

Relacionar los patrones de actividad oscilatoria en la CPF con la conducta social en un modelo de EZ

inducido por bloqueo crénico de NMDARs durante la adolescencia.

4.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la conducta social en la adultez en un modelo de EZ inducido por bloqueo crénico de NMDARs

durante la adolescencia.

- Evaluar los patrones de actividad oscilatoria en la CPFm durante la adultez en un modelo de EZ inducido

por bloqueo crénico de NMDARs durante la adolescencia.

- Establecer la relacién entre los patrones de actividad oscilatoria en la CPFm con la conducta social en un

modelo de EZ inducido por bloqueo crénico de NMDARs durante la adolescencia.
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5.- METODOLOGIA

5.1. Estrategia experimental

Este estudio buscéd estudiar la conducta y la manifestacién de oscilaciones gamma en la CPFm de un
modelo animal de EZ (modelo farmacoldgico de ketamina) durante una prueba de preferencia social de
cuatro fases. Esta prueba de preferencia social evalud la preferencia del ratén de prueba, por interactuar
con un estimulo social (S) versus un estimulo no social (NS). Este método S — NS estuvo disefiado con la
intencién de minimizar la variabilidad causada por interacciones impulsadas por la novedad, y para aislar
de manera confiable el nivel de interés del animal hacia un estimulo social versus un estimulo no-social.
Para explorar la manifestacion neuronal de la CPFm en la interaccién social, se realizaron registros
electrofisiologicos de LFP en ratones machos adultos, implantando un arreglo de microelectrodos

dirigidos a la CPFm. Esto permitid identificar patrones de actividad cerebral relacionados con la prueba

conductual.
REGISTRO ACTIVIDAD
CEREBRAL IN VIVO
CONSTRUCCION PERFUSION
ARREGLO | ANALISIS DE REGISTROS
MULTIELECTRODOS HISTOLOGIA
P 5 VIDEO REGISTRO
EMANA NEURONAL
post Qx POST Qx
Nacimiento -
OPEN FIELD R ALISHS DE
ZERO MAZE DATOS
TEST DE
CONDUCTA
intraperitoneal SOCIAL
ketamina o vehiculo

Diagrama que muestra la temporalidad de las distintas etapas del disefio experimental. Las etapas se
detallan en la descripcion de los métodos.
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5.2. Animales

Se utilizaron dos grupos de entre 5 a 8 animales por grupo: grupo tratado con ketamina (n = 5) y otro
grupo control (vehiculo; solucién salina; n = 8). Tanto en el grupo control como en el grupo experimental,
se utilizaron ratones adultos macho C57BL/6 (2-3 meses de edad) durante la evaluacién conductual.
Previamente los animales se mantuvieron en grupos de 3-5 por jaula en un ciclo de luz-oscuridad 12/12
luego del destete (luces encendidas a las 8:00 a.m.) a temperatura ambiente de 22 + 1 ° C, humedad
relativa 55+-5%, con agua y alimento “Ad libitum”. La Ketamina fue administrada mediante inyecciones
intraperitoneales (30 mg/kg) una vez al dia durante siete dias consecutivos (p45 a p51). A los animales
control se les realizé el mismo procedimiento de inyecciones pero utilizando vehiculo (NaCl 0.9%).
Posteriormente a la Ultima dosis de ketamina, los animales fueron sometidos a cirugia esterotaxica para
la implantacién de arreglo de multielectrodos para el registro de actividad neuronal, de igual manera que
a los animales controles. Los animales (n =15) utilizados en esta tesis para el analisis comportamental
fueron expuestos a la administracion de ketamina y a la implementacién de electrodos segun
protocolos experimentales previamente realizados por otros experimentadores. Los procedimientos
experimentales realizados en los animales antes sefalados fueron evaluados en las actas de aprobacién
bioética N° BEA 112 (2017) para la administracion de ketamina, y CBC 22 (2021), CBC 48 (2022) para la

implantacidn de electrodos. Se hicieron esfuerzos para minimizar el nUmero de animales a utilizar.

5.3. Construccion de microelectrodos

Los arreglos de multielectrodos fueron construidos en el laboratorio para el registro electrofisioldgico del
potencial local de campo (LFP) en la CPF. Los arreglos estuvieron compuestos por cuatro tubos de acero
inoxidable (calibre 30 gauges). Cada tubo contuvo dos electrodos de tungsteno de 50 um de diametro
(California Wires Co). Estos electrodos (impedancia: 0,1- 0.5 MOhm) se conectaron a una placa de interfaz
de 8 canales con conector de tipo Omnetics. Previo a la implantacion se establecié la longitud de los
electrodos para alcanzar la CPFm (1,5-2 mm) de acuerdo con la estructura objetivo siguiendo coordenadas
anatomicas previamente descritas (97). Como referencia y tierra, se instalaron 2 alambres de acero
inoxidable (0,003, Satinl steel, A. M Systems) conectados a tornillos de 1,57 mm de longitud (MX-000120-
01S; Miniature Stainless Steel Slotted Flat Head Machine Screws) para ser anclados al craneo. La
impedancia de cada electrodo fue verificada utilizando el amplificador de sefial electrofisiolégica (INTAN)

registrando que todos presentaran una medida entre los 0.1-1 MOhm.
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5.4. Cirugia estereotaxica

Se siguid el procedimiento de implantacidn de microeletrodos de la CPFm descrito anteriormente (96). En
la etapa inicial, los animales fueron anestesiados con isoflurano al 3% en una caja de induccién de
anestesia y luego se mantuvieron con 1-2% de isoflurano junto con un 60-80% de oxigeno a través de un
vaporizador gaseoso durante todo el procedimiento. Durante la cirugia, se vigild6 y mantuvo la
temperatura central a 37°C mediante una almohadilla térmica. El procedimiento incluyé un corte en el
pelaje para exponer el cuero cabelludo y realizar una incisién en la piel. Se realizé una craneotomia en el
hemisferio derecho, dirigida a la CPF (coordenadas 2.22 mm AP, 0.25 mm ML desde el punto de referencia
Bregma). Adicionalmente, se realizaron dos craneotomias en el hemisferio contralateral para la insercion
de tornillos de tierra y referencia. Cada 30 min desde el inicio de la cirugia se administré al animal suero
fisiolégico via subcutdnea para evitar la deshidratacién. La fijacidn del arreglo de multielectrodos al
cradneo se llevé a cabo mediante acrilico dental. Posteriormente a la cirugia, los animales fueron alojados
en jaulas individuales en un bioterio con temperatura y humedad controlada (22 + 1°C), teniendo acceso
libre a comida y agua. Durante los 7 dias posteriores a la cirugia, se realizdé un seguimiento diario del peso
y la salud general, administrando dosis subcutdneas de analgésico (Ketoprofeno, 5 mg/kg/dia) vy
antibidtico (Enrofloxacina, 5 mg/kg/dia). Concluido este periodo, se iniciaron los experimentos de

comportamiento.

5.5. Pruebas de comportamiento y procedimientos de registro

5.5.1. Open Field

Se siguié el protocolo descrito en Seibenhener et al (98). Dos semanas después de la cirugia, a los animales
se les realizd un Open Field Test. Se usé también para descartar animales que presenten patrones de
locomocidn andmalos derivados de la cirugia. Se utilizé una caja cuadrada abierta y vacia (45 ancho x 45
cm largo x 40 cm de altura). La prueba consistid en permitir al animal en evaluacién, explorar libremente
la caja vacia durante 5 minutos. Para evaluar comportamientos similares a la ansiedad, se cuantificé la
cantidad de tiempo que pasa el animal en una de dos zonas de la caja (periferia y centro), utilizando como

estimulo aversivo una luminancia > 300 lux. Adicionalmente se cuantifico la distancia recorrida.
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Captura que muestra las zonas de andlisis de trayectoria de movimiento durante el Open Field Test en el
centro (izquierda) y en la periferia (derecha).

5.5.2. Zero Maze

Se continud el protocolo descrito en Heredia et al (99). De igual manera todos los animales fueron
evaluados usando el laberinto zero maze. Este laberinto se compone de un anillo blanco de 6 cm de ancho
con un didmetro exterior de 45 cm que contiene cuatro cuadrantes iguales de paredes alternas, dos
cerradas y dos abiertas (sin paredes). Todo el anillo se posicioné a una altura de 40 cm. Cada animal se
ubicd en la seccidén cerrada al comienzo de la sesidn, que tuvo una duracién total de 5 minutos. Se
analizaron los siguientes pardametros: tiempo en la seccién abierta, tiempo seccidn cerrada, distancia
recorrida en el laberinto. Durante las pruebas, los niveles de iluminacién fueron mantenidos > 200 lux en

todos los cuadrantes del laberinto.

Captura del aparato de 0 maze, con la drea cerrada definida y coloreada en anymaze.
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5.5.3. Test de preferencia social

Una prueba de preferencia social de tres cdmaras modificada realizé6 siguiendo el protocolo S-NS
(social/no-social) de 4 etapas descrita previamente por Rein et al (100). En este estudio se utilizé una caja
cuadrada abierta (45 ancho x 45 cm largo x 40 cm de altura) sin divisiones, que presentd 2 jaulas cilindricas
de 10 cm de didmetro x 10 cm de altura que se ubicaron en esquinas opuestas. Para evitar que el animal
en evaluacion trepe, se colocé un vaso de vidrio encima de las jaulas cilindricas. El test consto de 4 etapas.
El primer paso es la habituacién, en la que el animal pudo moverse libremente por la caja durante 10
min, en presencia de las jaulas cilindricas vacias. El segundo paso es el pre-test que consistié en colocar
dos pelotas de plumavit limpias, de idéntico tamafio, una debajo de cada jaula. El animal en evaluacion
debid explorar por 10 minutos para que se familiarizara con la presencia de los objetos contenidos dentro
de las jaulas. El tercer paso fue la prueba de preferencia social (SP del inglés social preference), que
consistié en colocar un ratén C57BL/6 adulto no familiarizado (extrafio 1) en una de las jaulas cilindricas
a la vez que se colocd un objeto tipo lego verde (objeto novedoso) inanimado desconocido debajo de la
otra jaula para que sirviera como estimulo no social. El animal debid explorar por otros 10 min. La cuarta
etapa fue la prueba de novedad social (SN del inglés social novelty), que consistié en colocar un nuevo
raton C57BL/6 adulto no familiarizado (extrafio 2) en la segunda jaula previamente utilizada con el objeto
novedoso. De esta forma en esta etapa, hubo un ratén en cada jaula opuesta. El animal debié explorar
por otros 10 min. Entre cada etapa, se retird al ratén en evaluacion por un tiempo de 5 min antes del
inicio de la siguiente etapa, a la vez que se incorporaron los objetos o el animal de sociabilizacion en las
respectivas jaulas cilindricas. La cantidad de tiempo que el ratdn de prueba paso en la caja se analizé a
partir de 4 areas de igual dimensién (2 areas neutrales (N), un drea social 1 (AS1) y un area social 2 (AS2),
definido como “tiempo en area” que fue el tiempo transcurrido en las inmediaciones de las jaulas (3 cm)
independientemente de la orientacién del animal. Adicionalmente se contabilizdé y midié el tiempo de
otros comportamientos (episodios de inmovilidad en las areas, tiempo inmdvil en las areas). Se calculé el
indice de interaccion social como la diferencia en el tiempo pasado en las areas social 1y 2, dividido por
la suma de los tiempos totales en estas areas. Después de cada sesién, el aparato y las jaulas se limpiaron
a fondo con etanol al 75% para evitar la permanencia de sefiales olfativas. La iluminaciéon se minimizé
para evitar efectos ansidgénicos que pudieron afectar el tiempo de interaccién social. El brillo debe
medirse en el centro de la caja para garantizar que la jaula esté iluminada uniformemente. Se mantuvo el

brillo a <50 lux.
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Capturas del test de preferencia social con las dreas delimitadas para el andlisis en anymaze; dreas
contiguas a las jaulas 1y 2, denominadas dreas sociales (izquierda), y zonas neutrales (derecha).

4 phase 5-NS' protocal
Hahituation (10 min) Pre-test (10 min) Social preference (10 min) Sodial novelty (10 min)

so b/ |58/ A58/ /808

Esquema que ejemplifica la prueba de preferencia social-no social y los elementos y/o animales que son
integrados en cada etapa.

5.6. Registro neuronal in vivo de LFP

Se realizé el procedimiento descrito en Negrén et al (96). Los ratones implantados una vez en el laberinto
de cada prueba, se conectaron al sistema de registro de actividad cerebral. Esta actividad se registré
durante todas las fases de comportamiento animal. Para ello, la placa de interfaz se conectd a través de
un headstage de 8 canales (Intan Tech, CA) a una placa amplificadora (Intan Tech, CA). La actividad
neuronal se digitalizé a 20 kHz, se filtré a 0,1-5 kHz y se controld a través del software de interfaz (Intan

Tech, CA). Los datos se almacenaron en un disco duro para el posterior analisis.

5.7. Analisis de datos
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5.7.1. Conducta y electrofisiologia

El comportamiento animal se analizd con el software AnyMaze (Stoelting Co.) como se describid
anteriormente, a partir de una cdmara digital justo encima de la caja de experimentacién. Estas imagenes
de video registraron y sincronizaron con los registros de actividad cerebral para el andlisis. Se crearon
mapas de calor derivados de la trayectoria del animal en los test de comportamiento. De igual forma se
analizaron y contabilizaron a partir del analisis de video los tiempos y pardmetros de comportamiento

descritos previamente (ver pruebas de comportamiento).

Potencia espectral y acoplamiento de frecuencia cruzada (CFC) del LFP: Para examinar la potencia de la
actividad oscilatoria en la CPF se redujo la frecuencia de muestreo de los registros electrofisioldgicos a
1000 Hz, se aplicé un filtro de paso de banda de 0.1 a 100 Hz). La actividad cerebral en el tiempo y su
potencia espectral se registraron utilizando la caja de herramientas Chronux (101) en el software Matlab,
donde se calculd la densidad espectral de potencia (PSD) mediante analisis multitaper. El método para
cuantificar las oscilaciones cerebrales implicé la aplicaciéon de una descomposicion tiempo-frecuencia,
como la transformada rapida de Fourier, generando una secuencia de componentes de amplitud/fase que
abarcaron frecuencias de 1 a 120 Hz. Se calcularon la potencia espectral para las bandas theta (6-12 Hz),
gamma bajo (30-50 Hz) y gamma alto (50-120 Hz) a lo largo de todo el experimento social. Se analizaron
los cambios en la PSD entre las 4 etapas del experimento social y adicionalmente el CFC mediante el
acoplamiento de fase-amplitud con el objetivo de evaluar la modulaciéon de la fase de los ritmos theta en
relaciéon con la amplitud de las oscilaciones de frecuencia gamma en la CPFm, durante el tiempo de
exploracién en las dreas sociales cercanas a las jaulas para cada grupo experimental utilizando el toolbox
implementado por Tort et al (125). Para este propdsito, se seleccionaron los rangos de frecuencia de
interés y se analizaron mediante la comodulacién entre estas dos sefiales a través del analisis del indice
de Modularidad (MI), una medida que considera el promedio de la amplitud de frecuencias altas en

funcidn de la fase de frecuencias bajas.
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5.7.2. Estadistica

El andlisis de datos se realizo utilizando scripts personalizados escritos para Matlab 2015 (Natick, MA, EE.
UU.). El analisis estadistico para la comparacion de grupos se realizé con GraphPad Prism (San Diego,
California, EE. UU.) con ANOVA de dos vias seguido de una prueba de comparaciones multiples de Holm-
Sidak. Para las comparaciones entre dos grupos, se utilizaron las pruebas t de Welch. Si los datos fallaron
en una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, entonces se ejecuté un analisis no paramétrico en
su lugar (Mann-Whitney). Los graficos de barras representan la media + error estandar de la media (SEM),
mientras que los diagramas de caja representan los percentiles 25 a 75 y la mediana con bigotes que

representan los valores minimo y maximo.

5.8. Histologia

Para confirmar la posicién de los electrodos, a los animales se les realizd un marcaje electrolitico y
posteriormente se anestesiaron profundamente (isofluorano al 3%) y se perfundieron
transcardiacamente con solucién salina, seguido de la fijaciéon con paraformaldehido al 4%. Se prepararon
cortes de cerebro coronales (60 um) a partir de los cerebros fijados con un criostato (World Precision
Instruments, Sarasota, EE. UU.). Para la visualizaciéon de las lesiones por electrodos, los cortes se tifieron

con tincién Nissl y las imagenes se adquirieron con microscopio de campo claro.
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6.- RESULTADOS

6.1 Conducta

Los mapas de calor sugieren un mayor tiempo de ocupancia por los ratones tratados con ketamina (KET)
durante la etapa de SP en el area social de la jaula que contiene al primer conespecifico desconocido (Fig
1). Durante la etapa de SP, tanto el grupo control como el grupo KET, pasaron un mayor porcentaje de
tiempo en el drea adyacente a la jaula que contenia el extrafio 1 comparado con la jaula con el objeto,
sin embargo solo los animales del grupo KET evidencié diferencias significativas en el area de la jaula que
contenia al conespecifico desconocido que en el area con el objeto novedoso (Fig2); (porcentaje de
tiempo inmoévil (extrafio 1= 25,19 + 8,01; objeto novedoso = 4,03 £+1,6 ; p = 0,0017, 2way ANOVA),
episodios de inmovilidad; (extrafio 1= 48,8 + 8,8; objeto novedoso = 11,8 + 4,4; p = 0,0001, 2way
ANOVA) y porcentaje tiempo de exploracion dentro del area (extrafio 1= 30,25 + 5,3, objeto novedoso =
7,93 +1,6; p =0,0047, 2way ANOVA ). Por otro lado, el grupo tratado con vehiculo no mostré preferencia
significativa por el conespecifico o el objeto (Fig 2); (porcentaje de tiempo de exploracién dentro del 4rea;
extrafio 1= 23,16 + 1,65; objeto novedoso = 13,16 + 2,3; p = 0,37, 2way ANOVA) ; porcentaje de tiempo
inmovil (extrano 1= 17,61 + 2,09, objeto novedoso = 6,05 + 1,7; p = 0,07, 2way ANOVA), episodios de
inmovilidad (extrafio 1= 34,5 *2,7; objeto novedoso = 19,3 +4,2; p = 0,165, 2way ANOVA) lo que sugiere
gue los animales KET pasaron una mayor proporcion de tiempo investigando al extrafio 1 en comparacién
con el grupo control. El analisis del indice de preferencia social mostré una tendencia a valores mayores
en el grupo KET pero sin diferencias significativas del indice durante la etapa de preferencia social entre

los grupos (Fig 2); (control= 0,54 + 0,11; ket= 0,29 £ 0,5 (p = 0,09); t Test).

24



A o~

" ©
= =
© [}
(&) o
Q ©
© o
5] <

T

HAB PRE sP SN

-
-
= )

CONTROL

KET

Figura 1. La prueba social genera mayores intensidades de ocupancia en las areas sociales. (A) Izquierda:
Captura fotografica durante la prueba social que muestra la distribucién de las areas establecidas
alrededor de la jaula 1 o area social 1 (AS1) y jaula 2 o area social 2 (AS2). Derecha: distribucién de las
areas establecidas como neutrales o N. (B) Arriba: Representacion esquematica del paradigma de
sociabilizacién de 4 etapas. Abajo: mapas de calor de las ocupancias durante las 4 etapas de la prueba
social para el grupo control (n=6) y KET (n=5).
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En la prueba de novedad social, se introdujo un segundo ratén desconocido (Extrafio 2) en el lugar de la
jaula con el objeto novedoso. A diferencia de la etapa de preferencia social, en esta etapa los animales
del grupo KET no demostraron preferencia por el ratén extrafio sobre el ratén familiar en el analisis de
porcentaje de tiempo inmdvil (Fig 2); (control; familiar= 17,42 + 3,8; extrafio 2 =12,41+2,9; p =0,99;
KET; familiar= 12,62 + 4,97; extrafio 2= 13,65 % 2,67; p>0,99, 2way ANOVA) , episodios de inmovilidad
(control; familiar= 33 + 6,3; extrafio 2 = 24,6 + 5,8; p = 0,9; KET; familiar= 20,4 + 6,1; extrafio 2= 37,6 £ 9,2;
p=0,39, 2way ANOVA) y porcentaje tiempo de exploracién dentro del area (control; familiar= 17,45 + 2,8;
extrafio 2=15,15+ 3,1; p=0,9, 2way ANOVA); KET; familiar= 17,06 + 3,05; extrafio 2= 15,72 + 2,47; p=0,9,
2way ANOVA). En comparacion con la etapa de SP, hubo indices de preferencia notablemente mas bajos
para el nuevo estimulo en los grupos control y KET, sin diferencias significativas entre grupos (control=

0,097 +0,12; KET=0,026 + 0,09; (p=0,6) t-Test, Fig 2).
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Figura 2. Los animales KET muestran conducta de exploracion preferente por un conespecifico. (A):
grafico de barras (Control n=6, ket n=5) para la etapa de SP mostrando el tiempo dedicado a explorar al
extraio 1, el objeto novedoso y Neutral, (B) el tiempo de inmovilidad dentro de estas areas, (C) el nimero
de episodios inmovil. (E, F, G): lo mismo que en A, By C pero en la etapa de SN en la cual se reemplaza el
ON por el extrafio 2. (D y H) indices de interaccién social para las etapas de SP y SN. Las estrellas
representan una diferencia significativa en un analisis 2 way ANOVA. En todas las figuras, los graficos de
barras representan promedios + SEM. Para todos los experimentos, el nimero de estrellas representa el
nivel de significancia (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001). indice de interaccién social: t-
test no pareada. Ext 1= extrafio 1, Ext 2=extrafio 2, ON= objeto novedoso, Fam=ratdn familiar.
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6.2. Actividad oscilatoria

Para explorar los correlatos neuronales de la CPFm de la interaccién social en tiempo real, utilizamos
registros electrofisioldgicos créonicos en ratones machos adultos. Analizamos el LFP de la CPFm cuando los
ratones realizaban dicha tarea de enfoque social. Primeramente el analisis de densidad de poder espectral
(PSD del inglés power spectral density) de las diferentes bandas de frecuencia demostré una elevacion
aparente en la potencia gamma del LFP (Fig 3) durante todas las etapas de la prueba social. Utilizamos los
registros LFP con impedancias de entre 100-500 KQ, sin encontrar diferencias significativas entre grupos
(Fig 3). Para poder evidenciar diferencias en el poder espectral, se analizé el poder espectral entre rangos
de frecuencia theta (6 a 12 Hz), gamma bajo (30-45 Hz) y gamma alto (55-120 Hz) a partir de los registros
de los LFP para cada etapa. Este analisis evidencié un aumento del poder theta en las etapas de
habituacion para el grupo KET (Fig 4) (control: 191,3 + 8,5; KET: 234,6 + 11,79; p= 0,0057) y SP (control:
188,6 + 6,4; KET: 210,9 + 6,57; p= 0,0215) en contraste a las etapas PRETEST (control: 145 + 14,1; KET:
181,3 + 17,21; p>0,05) y SN (control: 141 + 11,39; KET: 173,7 + 13; p>0,05). Como el poder y frecuencia
de theta depende de la velocidad de desplazamiento de los animales (123) se realizé un andlisis de la
conducta locomotora (distancia total recorrida y velocidad) para todas las etapas, sin encontrar

diferencias entre grupos (anexo).
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Fig.3. La implantacion de multielectrodo permiten el registro de LFP en la CPFm: (A) Diagrama y
microfotografia x100 que muestra la implantacion del multielectrodo dirigido hacia la CPFm (B) Grafico
de barras de las medias de las impedancias de los electrodos utilizados para el analisis de LFP. (C) Ejemplo
de trazos temporales de LFP registrados de la CPFm de ratones control (izquierda) y KET (derecha). Se
muestra la sefal cruda sin procesar (negro), LFP filtrada por banda theta (azul), gamma bajo (rojo) y
gamma alto (verde). (C) Graficos de las medias de densidad de poder espectral total a partir de los
registros sin procesar de los grupos control (n=6) y KET (n=5) durante las etapas de SP y SN.
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El analisis estadistico revelé ademas un aumento significativo en la potencia de gamma bajo (30 a 45 Hz)
en los animales del grupo KET respecto a los control tanto en la habituacién (Fig 5) (control: 5,6 £ 0,11;
KET: 6,34 + 0,1; p<0,0001; t-Test) en el PRETEST (control: 5,5 +0,1;KET: 6,0 = 0,09; p=0,0006) en SP
(control: 5,64 +0,1; ket: 6,21 + 0,08; p<0,0001), y en SN (control: 5,51 + 0,1; KET: 5,99 + 0,08; p=0,0005).
Del mismo modo, vimos un aumento en el poder espectral a frecuencias gamma altas (Fig 6) (55 a 120 Hz)
en habituacion (control: 2,38 + 0,05; ket: 3,1+ 0,08; p<0,0001) PRETEST (control: 2,4 + 0,06; ket: 3,15 +
0,08; p<0,0001), SP (control: 2,5 + 0,06; ket: 3,31 + 0,08; p<0,0001), SN (control: 2,51 + 0,06; ket: 3,39 +
0,09; p<0,0001). Por lo tanto, el grupo ket presentd un aumento del poder espectral gamma de la CPFm,
particularmente en banda gamma alta durante todas las etapas de la prueba social. Juntos, estos
resultados sugieren que el tratamiento con antagonistas NMDAR durante la adolescencia, estaria
asociado a un aumento de poder espectral en los rangos de actividad oscilatoria gamma y theta de forma
conjunta, pudiendo alterar mecanismos oscilatorios locales en la CPFm relacionados con el

comportamiento de interaccidn social.
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Fig. 4. Durante la etapa de preferencia social el grupo KET evidencia mayor PSD THETA: (A)
izquierda: espectrogramas representativos en el rango theta (6 a 12 Hz) para el grupo control (n=6) y KET
(n=5) durante la etapa de preferencia social. Los colores cercanos al rojo indican una mayor potencia.
Centro: Grafico de las medias de densidad de poder espectral para rango de frecuencia theta de los grupos
control y KET durante la etapa de SP. Derecha: (B) Lo mismo que en A pero durante la etapa de novedad
social.
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Para investigar la interacciéon entre distintas oscilaciones durante la realizacién de la prueba social,
exploramos el acoplamiento entre frecuencias a través de la estimacion de acoplamiento de amplitud
(PAC del inglés phase amplitude coupling). El PAC es un tipo de acoplamiento cruzado de frecuencias en
el que la fase de actividad de baja frecuencia modula la amplitud de la actividad de alta frecuencia (124).
De esta forma se utilizd este proceso para medir la dependencia local en la CPFm de la amplitud de la
sefial de frecuencia gamma (30 a 120 Hz) respecto a la fase de la sefial de baja frecuencia theta (6 a 12
Hz), calculada como indice de modulacién (Ml) durante la conducta de exploracién de los animales en las
areas sociales adyacentes a las jaulas previamente descritas (ver métodos). Asimismo, se realizé este
analisis durante la exploracién de los animales en las dreas neutrales para comparar la realizacidon de una

tarea distinta a la exploracién social en las jaulas.
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Fig.5. Los animales KET presentan un PSD gamma bajo elevado: (A) izquierda: espectrogramas
representativos del rango gamma bajo (30 a 45 Hz) para el grupo control (n=6) y KET (n=5) durante la
etapa de preferencia social. Centro: Grafico de las medias de densidad de poder espectral para rango de
frecuencia gamma bajo de los grupos control y ket durante la etapa de SP. Derecha: (B) Lo mismo que en
A pero durante la etapa de novedad social.
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Fig.6. Los animales KET presentan un PSD gamma alto elevado: (A) izquierda: espectrogramas
representativos del rango gamma alto (55 a 120 Hz) para el grupo control (n=6) y KET (n=5) durante la
etapa de preferencia social. Los colores cercanos al rojo indican una mayor potencia. Centro: Grafico de
las medias de densidad de poder espectral para rango de frecuencia gamma alto de los grupos control y
KET durante la etapa de SP. Derecha: grafico de bigotes para el PSD durante la etapa de preferencia social.
(B) Lo mismo que en A pero durante la etapa de novedad social.
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El indice de modulacidon de gamma con fase theta fue mayor en el grupo KET a través de todas las etapas
de la prueba social, aunque esta diferencia no alcanzé significacion estadistica (TABLA 1). De igual forma
no fue evidente una diferencia en los IM de PAC de theta-gamma en las areas neutrales. No se observaron
diferencias significativas en ninguno de los IM theta-gamma durante las etapas con presencia de
conespecificos (Fig 7-8). Ademas se realizo el calculo para establecer la magnitud de la frecuencia gamma
modulada durante las diferentes etapas de la prueba social, revelando que no hubo diferencias
significativas por grupo o por etapa en la prueba social (TABLA 2). También analizamos si hubo cambios
para la frecuencia theta en fase entre grupos en las diferentes etapas de la prueba social; los resultados
no difirieron entre grupos, ni se relacionaron con el desempefio conductual en las dreas sociales o

neutrales (TABLA 3).

CONTROL KET
media SEM %CV Media SEM %CV valor p
Habituacion AS1 0,00043 0,00017 955 0,00077 0,00042 1224 0,830
AS2 0,00052 0,00017 78,1 0,00085 0,00052 136,5 0,844
N 0,00032 0,00022 166,9 0,00059 0,00034 127,7 0,913
Pretest AS1 0,00038 0,00020 1287 0,00083 0,00054 146,9 0,762
AS2 0,00048 0,00019 99,5 0,00076 0,00054 156,6 0,924
N 0,00030 0,00020 160,1 0,00060 0,00042 1546 0,915
SP AS1 0,00055 0,00027 120,8 0,00090 0,00048 120,7 0,875
AS2 0,00050 0,00028 136,6 0,00091 0,00048 1178 0,802
N 0,00035 0,00024 166,6 0,00072 0,00038 n"7,7 0,842
SNP AS1 0,00040 0,00012 770 0,00102 0,00047 103,4 0,478
AS2 0,00042 0,00015 90,2 0,00103 0,00045 97,7 0,483
N 0,00036 0,00019 132,5 0,00103 0,00052 112,2 0,412

Tabla 1. Medias, SEM y porcentajes de coeficiente de variacién (CV) de los indices de modulacién theta-
gamma para todas las etapas de la prueba social. Se muestran los valores p > 0,05. Andlisis de 2 way

ANOVA. (AS1: area social 1; AS2: area social 2; N: area neutral)
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CONTROL KET

media SEM Media SEM valor p
Habituacion AS1 108,7 28 954 85 0,492
AS2 101,8 8,5 97,4 8,6 0,963
N 98,5 74 89,2 7/ 0,747
Pretest AS1 101,5 9,0 99,4 56 0,996
AS2 97,7 73 99,6 40 0,997
N 96,5 79 106,4 56 0,707
SP AS1 106,2 85 87 6,8 0,207
AS2 92,2 6,5 88,6 74 0,981
N 91,3 82 100,8 42 0,747
SNP AS1 105,5 54 87,2 12,3 0,250
AS2 953 76 100,2 16 0,955
N 93,7 1T 100,2 54 0,901

Tabla 2. Medias, SEM de las frecuencias gamma moduladas para todas las etapas de la prueba social. Se

muestran los valores p > 0,05. Analisis de 2 way ANOVA.

CONTROL KET
media SEM Media SEM valor p
Habituacién AS1 88 05 9.3 0,3 0,886
AS2 9,1 0,6 9,5 0,6 0,916
N 7.8 06 7.9 03 0,995
Pretest AS1 838 03 8,4 0,6 0,900
AS2 75 0,5 9,1 0,3 0,083
N 84 06 71 05 0,189
SP AS1 93 04 9,3 05 >0,999
AS2 8,2 0,5 9,8 0,6 0,150
N 74 06 8,2 0,8 0,712
SNP AS1 8,1 0,7 8,3 10 0,992
AS2 8,38 0,4 10,0 05 0,404
N 7.0 04 97 05 0,012

Tabla 3. Medias, SEM de las frecuencias theta en fase para todas las etapas de la prueba social. Se

muestran los valores p > 0,05. Analisis de 2 way ANOVA.
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Figura. 7. La modulacién theta-gamma no muestra diferencias en la exploracién de areas sociales o
neutrales durante SP: (A) Comodulogramas representativos de frecuencia cruzada fase-amplitud local en
la CPFm calculados durante la exploraciéon a las areas adyacentes a las jaulas y area neutral durante la
etapa de preferencia social (SP) para el grupo control (n=6) (arriba) y KET (n=5) (abajo). La columna 1
representa la modulacién con el ratdn extrafio 1 (AS1), la columna 2 con el objeto novedoso (AS2) y la 3ra
columna con el drea neutral. El eje X indica la banda de frecuencia que modula en fase y el eje Y indica la
frecuencia modulada en amplitud. Para todos los casos de interaccién la fase de actividad theta modula
la potencia de actividad gamma alto. (B). Gréficos de las medias de los indices de modulacién en la CPFm
durante la etapa de preferencia social en el momento de interaccidn en las AS1, AS2 y area neutral. (C)
Analisis comparativos de las frecuencias moduladas por theta en las AS1, AS2 y zona neutral. (D) Graficos
de frecuencias de banda Theta en fase moduladora de la amplitud de oscilaciones gamma. En todos los
graficos, los diagramas de caja representan la mediana y los percentiles 25 a 75 con bigotes que
representan valores minimos y maximos. Para todos los experimentos, no hubo diferencia significativa
entre los grupos (p > 0.05 analisis ANOVA de dos vias). EXT=extrafio 1, ON=objeto novedoso.
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Figura.8. La modulacién theta-gamma no muestra diferencias en la exploracién de areas sociales o
neutrales durante SN: (A) Comodulogramas representativos de frecuencia cruzada fase-amplitud local en
la CPFm calculados durante la exploracion a las dreas adyacentes a las jaulas y area neutral durante la
etapa de novedad social (SN) para el grupo control (n=6) (arriba) y KET (n=5) (abajo). La columna 1
representa la modulacién con el ratdn familiar (AS1), la columna 2 con el extrafio 2 (AS2) y la 3ra columna
con el drea neutral. El eje Xindica la banda de frecuencia que modula en fase y el eje Y indica la frecuencia
modulada en amplitud. Para todos los casos de interaccién la fase de actividad theta modula la potencia
de actividad gamma alto. (B). Graficos de las medias de los indices de modulacién en la CPFm durante la
etapa de preferencia social en el momento de interaccion en las AS1, AS2 y area neutral. (C) Analisis
comparativos de las frecuencias moduladas por theta en las AS1, AS2 y zona neutral. (D) Graficos de
frecuencias de banda Theta en fase moduladora de la amplitud de oscilaciones gamma. En todos los
graficos, los diagramas de caja representan la mediana y los percentiles 25 a 75 con bigotes que
representan valores minimos y maximos. Para todos los experimentos, no hubo diferencia significativa
entre los grupos, a excepcién de la frecuencia en fase en el drea neutral (p < 0.05 andlisis ANOVA de dos
vias).
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7.-DISCUSION

Nuestros resultados muestran que la administracién del antagonista de NMDAR durante la etapa
juvenil en ratones C57BL/6 afectd el comportamiento de enfoque de preferencia social post adolescencia
generando mayores tiempos de investigacion con un conespecifico y paralelamente un mayor poder

espectral gamma en la CPF.

Nuestros resultados de comportamiento mostraron que la administracion de ketamina durante p45 a
p51 aumentd significativamente la cantidad de tiempo que los ratones exploraron estrechamente las
jaulas que contenian al conespecifico durante la etapa de preferencia social en comparacién al grupo
control (Figura 1). Este hallazgo va en contra de los informes de otros estudios en que la administracion
de antagonistas NMDAR induce déficits de interaccion social después de la administracion aguda
(102,103) y repetida (104-106). Esta discrepancia puede deberse a varios factores; 1) el paradigma
utilizado para evaluar la interaccion, 2) al tiempo transcurrido entre la administracion final y la prueba de
interaccion social, 3) la edad de administracion. Por ejemplo, para el primer punto Becker et al (104),
utilizo la exploracién libre para evaluar la interaccidn social en ratas tratadas con ketamina y vehiculo,
cuantificando pardmetros no agresivos (olfateo, seguir y acicalar a la pareja, juego social) y
comportamiento agresivo (patear, boxear, luchar, acicalarse agresivamente, morder), no encontrando
diferencias significativas entre grupos en los pardmetros no-agresivos, pero si en los agresivos. Es
interesante plantear que la naturaleza de la interaccién y no la interaccidn en si se vio afectada en las

ratas tratadas con ketamina.

Un aspecto adicional a tener en cuenta radica en la ausencia de paradigmas de preferencia social basados
en cuatro etapas secuenciales para discernir comportamientos de preferencia, a diferencia de nuestro
enfoque (105-107). En un estudio reciente llevado a cabo por Peters et al. (105), que empled la
exploracién libre en ratas tratadas cronicamente con PCP, se observaron disparidades en las conductas
de aproximacidn. Su conclusién sefialé que el comportamiento motivacional para el contacto social fue
deficiente, aunque no condujo al aislamiento social. En cuanto a la administraciéon farmacoldgica, un
aspecto a considerar es que algunos estudios han investigado la interaccién social minutos u horas
después de la ultima dosis de antagonista NMDAR (106), lo que podria reflejar efectos farmacolégicos
agudos en lugar de las consecuencias conductuales a largo plazo. Los comportamientos observables
después de un periodo de abstinencia al tratamiento repetido con antagonistas de NMDAR son

potencialmente relevantes para entender la patologia de la esquizofrenia (EZ), ya que los sintomas varian
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segln su manifestacion aguda o crénica (109) y dependen de la evolucién de la enfermedad desde su
inicio en la adolescencia hasta la instauracion en la adultez (110). Estudios que administran antagonistas
NMDAR durante la etapa postnatal o adolescente en modelos murinos sugieren que la interaccidn social
en la adolescencia es mas sensible al antagonismo selectivo de NMDAR, indicando posibles relaciones con

diferentes patrones de expresidn de subunidades durante el desarrollo (111)."

Sin embargo existen estudios que, utilizando protocolos de administracién de antagonistas NMDAR
durante el desarrollo, reportan déficits parciales en la interaccién social (104, 105, 108, 112,113) e
inclusive el aumento de esta (107), lo que ha sido interpretada también como la manifestacién de un
déficit social. Es asi que en un estudio reciente de Hamiet et al (114), la administracidn de penciclidina
(PCP) en la etapa postnatal de ratas (P 7,9 y 11) y que fueron evaluadas posteriormente en la semana 10
post natal, el tratamiento no afecté la duracién de la investigacién directa ante la exposicion con un
conespecifico tratado con vehiculo. Es mas, posteriormente en una segunda exposicién al mismo
conespecifico, el grupo tratado mostré un aumento significativo en la duracién de la investigacién y mayor
indice de reconocimiento social, lo que fue interpretado como un deterioro del reconocimiento social en
los animales tratados con PCP. Resulta interesante entonces plantear que los resultados encontrados en
nuestro estudio, de mayores tiempos de sociabilizacién podrian ser de hecho la manifestacion de un
déficit en el reconocimiento social. Es posible que un aumento aberrante en el enfoque social indica una
falta de inhibicién en procesos de interaccién con desconocidos.

Por otra parte todas estas diferencia metodoldgicas generan diferencias en la interpretacién de los déficit
conductuales de sociabilizacion asociados a la administracion de antagonistas NMDAR por lo que

proponemos debe adoptarse una metodologia comun en estudios futuros.

Otro resultado interesante de nuestro estudio y contrario a la hipdtesis planteada de que la
administracién crénica provocaria un menor tiempo de interaccidn social asociado a una disminucion del
poder espectral gamma, encontramos que hubo un aumento del poder espectral de las oscilaciones de
frecuencia gamma en la CPFm en el grupo tratado con ketamina y mayores tiempos de interaccién social.
Aunque existe evidencia contraria en que la administracién de antagonistas NMDAR en roedores produce
una disminucion del poder espectral gamma, algunos de estos resultados se encuentran en mediciones in
vitro (115). Un revision sistematica reciente (116), analizé los resultados de medicidén de oscilaciones
gamma en roedores in vivo no anestesiados, en areas cerebrales como el hipocampo y la CPFm, revelando

un aumento en este rango de frecuencia ante una administracion aguda de antagonista NMDAR en casi
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la totalidad de los estudios analizados. Estudios en humanos han reportado resultados similares ante la
administracidon aguda de ketamina (117,118). En personas con EZ los resultados en la direccionalidad del
poder espectral gamma suele ser divergente; existen reportes tanto de un aumento (119,120) como de

una disminucién en su poder (121).

A pesar de esta de esta falta de consenso, existe la idea de que estas divergencias en gamma podrian
deberse a mediciones en diferentes estadios evolutivos de la enfermedad (82) con evidencia que asocia
el aumento del poder gamma a sintomas positivos de la EZ como la psicosis de primeros episodios (77) o
un menor poder de oscilacion gamma en resting state en estos pacientes con sintomatologia crénica (81).
Sin embargo esta idea aln no ha sido establecida debido a la divergencia de resultados (116). Resulta
interesante plantear la posibilidad de medir los efectos de la administracion de antagonistas NMDAR en
la actividad oscilatoria durante diferentes etapas del desarrollo en futuros estudios. Particularmente la
totalidad de nuestras mediciones se realizaron posterior a p70, y anterior a eso puede considerarse una
sub-etapa de medicion temporal de desarrollo distinta ante los efectos de administracién crénica de
antagonistas NMDAR (126).

Un punto importante a recalcar es que nuestros resultados de un mayor poder espectral theta — gamma
y la mayor interacciéon, no pueden asociarse a un mayor nivel de actividad ansiogénica o hiperlocomotora
en los animales tratados con ketamina, como si lo reportan estudios previos (93), no encontrando
diferencias significativas conductuales durante las pruebas de preferencia social, open field y zero maze

entre los grupos. (Anexo)

A pesar de estas divergencias, nuestros resultados de mayor interaccidon social y aumento de poder
espectral gamma son coherentes con el hallazgo en otros estudios en que un aumento del poder espectral
gamma en la CPFm se asocia a mayores tiempos de interaccion social en roedores (64,90).
Particularmente se ha demostrado que la estimulacidon optogenética de interneuronas PV a frecuencia
gamma de 40 hz en la CPFm genera conductas de mayor interaccién social y lo contrario ocurre con su
inhibicién quimiogenética (64). En un enfoque similar a este estudio, se ha descrito un rescate de
conductas asociales provocadas por aislamiento social en la adolescencia de ratones, al estimular
en frecuencia gamma interneuronas PV de la CPFm (90). Estos resultados pueden apoyarse en la idea de
que las interneuronas PV estan involucradas en la generacion de oscilaciones de alta frecuenciay que una
hipofuncién de NMDAR en estas neuronas, podria conducir a un cambio en el equilibrio entre (E/I) en las
redes corticales manifestando cambios en el patrén de actividad ritmica particularmente en gamma (76).

Aungque nuestro estudio no explora los efectos de la ketamina en las interneuronas PV, un estudio previo
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al nuestro, utilizando el mismo protocolo de administracién de ketamina en ratas juveniles, demostrd
una disminucidn tanto en la densidad de interneuronas PV como en la presencia de GAD67, junto con
alteraciones en la eficacia sindptica GABAérgica (93). Esta relacidn entre parametros de equilibrio E/I
alterados y la evidencia de la hipofuncién de los NMDAR en su generacién, respalda nuestros resultados
y laidea de que las oscilaciones neuronales pueden manifestar mecanismos fisiopatoldgicos centrales en
la EZ, asociados a alteracién del comportamiento. Nuestro estudio también revelé que un mayor poder
espectral gamma no se asocia a diferencias significativas en los indices de modulacién theta- gamma en
los anadlisis de CFC en el contexto de interaccion social. Sin embargo, notamos una mayor variabilidad en
los valores del grupo ketamina. Estudios han revelado que, dependiendo de la region especifica registrada
o de la tarea especifica que se esté realizando, la combinacién exacta de fase theta y amplitud gamma

puede ser diferente.

8.-CONCLUSION

Nuestro estudio demuestra que la administracién de un antagonista de NMDAR durante la etapa juvenil
en ratones C57BL/6 tiene un impacto significativo en el comportamiento de enfoque de preferencia social
después de la adolescencia. Este efecto se traduce en un aumento en el tiempo de interaccién con
conespecificos y, de manera concomitante, en un mayor poder espectral gamma en la corteza prefrontal
medial (CPFm). Estos resultados respaldan la idea de que la hipofuncion de los receptores NMDA
desempenfa un papel crucial en la fisiopatologia de la EZ, especialmente en las primeras etapas de la
enfermedad. Ademads, nuestra investigacion sugiere que la administracion de antagonistas de NMDAR
durante la adolescencia en un modelo murino de EZ puede tener efectos significativos en el
comportamiento social y la actividad oscilatoria cerebral. A pesar que estudios previos han informado
déficits de interaccidon social con uso de antagonistas NMDAR, es posible que un aumento en el enfoque
social de los ratones tratados con ketamina de nuestro estudio sea un indicativo de déficit de
reconocimiento social. Sin embargo, es fundamental reconocer ciertas limitaciones en la interpretacion
de los hallazgos. Las discrepancias en los resultados de comportamiento observadas en comparacién con
estudios anteriores podrian deberse a diversas variables metodoldgicas, como el paradigma de evaluacion
de la interaccidn social, el tiempo entre la prueba y la administraciéon de antagonista NMDA, ademas de
la edad de administracion y que pueden ser factores importantes a considerar para explicar la divergencia

en los resultados comparativos y de interpretacion en cuanto a comportamiento social previamente
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discutidos. Estas diferencias metodoldgicas subrayan la necesidad de establecer una metodologia comun

en futuros estudios para garantizar la comparacion y la generalizacidn de los resultados.

Hasta la fecha, se ha observado que la modulacion de la actividad gamma en la CPFm se asocia con
cambios en la sociabilizacion en modelos murinos de EZ. Sin embargo, aln existe una falta de comprensién
integral de cémo las interneuronas PV, que desempefian un papel critico en la generacién de oscilaciones
de alta frecuencia, estan involucradas en la regulacién de la actividad gamma y cdmo esto se traduce en
comportamientos sociales. La falta de consenso en los efectos de los antagonistas de NMDAR en las
oscilaciones gamma y su relacion con los sintomas de la esquizofrenia destaca la importancia de investigar
estos efectos durante diferentes etapas del desarrollo y en diversas areas cerebrales. Por lo tanto, es
necesario llevar a cabo investigaciones mas exhaustivas para dilucidar las vias especificas y los
mecanismos que conectan la disfuncién de los receptores NMDA, las interneuronas PV y las oscilaciones
gamma con los déficits de interaccién social en la EZ. En Ultima instancia, investigaciones futuras podrian
esclarecer los mecanismos detrds de los déficits sociales de la esquizofrenia, explorar estrategias
farmacolégicas especificas para restaurar la funcién de los receptores NMDA en interneuronas PV y

normalizar la actividad oscilatoria gamma mejorando la calidad de vida de las personas que la padecen.
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10.- ANEXOS
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