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|. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION DE ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es una enfermedad mental que se caracteriza principalmente por
sintomas psicéticos, sintomas negativos y dafio cognitivo. Los sintomas psicoticos se
relacionan con la pérdida de contacto con la realidad, lo cual se manifiesta con
creencias falsas (delirios) y experiencias perceptuales no experimentadas por otros
(alucinaciones). Los sintomas negativos corresponden a un estado de déficit en la
conducta del paciente, en relacién a un comportamiento hipotéticamente “normal”, es
decir, las emociones basicas y los procesos conductuales estdn disminuidos o
ausentes. El deterioro cognitivo altera las funciones mentales, como memoria,
orientacion y lenguaje, interfiriendo con las actividades diarias y sociales de la persona
afectada [1].

En realidad, no esta claro si lo que se denomina esquizofrenia es una sola
enfermedad o varias. Cada paciente tiene su propia combinacién de sintomas y
experiencias, lo que se vera influido por sus circunstancias particulares. Quien la
padece comienza a sentir, pensar y hablar de forma diferente a como lo hacia antes,
dicha persona puede manifestar: problemas de memoria y concentracion, aislamiento
social, comportamiento inusual, distorsion de la comunicacion y afecto, ideas extrafias
y experiencias perceptivas, mala higiene personal e intereses y motivacion reducidos
para las actividades del dia a dia. Estos cambios también pueden afectar la capacidad
de la persona para mantener un trabajo, estudiar o relacionarse con familiares y

amigos [2].

1.2 COSTO ECONOMICO Y SOCIAL DE LA ESQUIZOFRENIA

En 2005 Wu y colaboradores, reportaron un costo total de la esquizofrenia en los
Estados Unidos de 62.7 millones de dolares. Mas del 50% de este costo fue atribuido
a la reduccion de la productividad laboral ocasionada por la mortalidad prematura por

suicidio y el cuidado de la familia.
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En nuestro pais cerca de un millon de mexicanos padece esquizofrenia. Cada afio
son internadas 250 mil personas en los hospitales del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) por trastornos mentales, donde el 50% de los pacientes son
esquizofrénicos. De cada 100 pacientes con esquizofrenia, solo el 40% son atendidos
adecuadamente, el 60% restante de los casos estd confinado en un cuarto o

permanece oculto por sus familiares sin ningan tratamiento (http://www.imss.gob.mx/).

Esta enfermedad afecta actualmente a una de cada cien personas en el mundo y ha
demostrado ser una carga econdémica sustancial, tanto para las familias de los

pacientes, como para el sistema de salud y la sociedad en general [3].

1.3 SINTOMAS, PRESENTACION Y PATRONES
Los sintomas de la esquizofrenia se incluyen dentro de dos categorias; positivos y
negativos. Los sintomas positivos reflejan la presencia de pensamientos y conductas

anormales como los que se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Sintomas positivos de la esquizofrenia

Delirios Conviccion errénea de origen patolégico firmemente sostenida pero
con fundamentos l6gicos inadecuados. Pueden ser de varios tipos:
persecucion, de culpa, de grandeza, religioso, etc.

Alucinaciones Son engafios de los sentidos, percepciones interiores que se
producen sin un estimulo externo, pueden ser de tipo auditivas,
tactiles, visuales, gustativas y olfativas.

Habla Indica que se ha perdido el control sobre sus pensamientos.
desorganizada

Conducta Conducta repetitiva, comportamiento, agresivo y/o agitado, inquietud
desorganizada o corporal, movimientos extrafios y absurdos.

catatonica

Trastornos del Agitacion y angustia.

comportamiento

Los sintomas negativos reflejan deficiencias en las conductas que suelen estar

presentes en una persona normal, se suelen confundir con signos de pereza o de mal

2
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comportamiento, como por ejemplo; apatia, falta de placer, insociabilidad, etc. Estos
sintomas pueden estar presentes en algun grado, desde la infancia de los pacientes,
décadas antes de que se manifiesten las alucinaciones y los delirios. Hay que

subrayar que no todos los pacientes tienen estos sintomas negativos (Tabla 2).

Tabla 2. Sintomas negativos de la esquizofrenia

Disminucion en la Se manifiesta en aspectos del comportamiento como:
expresion de emociones | expresion facial inmutable, mirada extraviada, sonrie cuando
se habla de temas serios, etc.

Alogia Se refiere al empobrecimiento del pensamiento y de la
cognicion, se manifiesta con pobreza verbal. El lenguaje es
vago Yy repetitivo, se interrumpe antes de que una idea haya
sido completada.

Abulia — apatia La abulia se refiere a la falta de voluntad o iniciativa. La apatia
es la falta de interés. Se manifiesta en problemas con el aseo
y la higiene, falta de persistencia en el trabajo o cualquier otra

tarea.
Anhedonia — La anhedonia es la dificultad para experimentar interés o
insociabilidad placer por las actividades que antes le gustaba realizar. Las

relaciones sociales se restringen.

Problemas cognitivos de | El paciente sélo es capaz de concentrarse esporadicamente.
la atencién

Este trastorno se manifiesta tipicamente en la adolescencia o al comienzo de la edad
adulta y suele persistir durante toda la vida. Por lo general, los sintomas de la
esquizofrenia son precedidos por un periodo "prodrémico", caracterizado por un
deterioro en el funcionamiento personal, seguido de una fase aguda caracterizada por
sintomas positivos tipicos. Tras la resolucion de la fase aguda, por lo general debido a
algun tratamiento, los sintomas positivos disminuyen o desaparecen para muchas
personas, en ocasiones dejando una serie de sintomas negativos en los que no hay
diferencia con el periodo prodromico inicial. Esta tercera fase que puede durar
muchos afios y es a menudo interrumpida por exacerbaciones agudas o "recaidas",

gue pueden necesitar intervenciones adicionales.
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1.4 DIAGNOSTICO
El manual diagndéstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-1V) [1] distingue
cinco variables o subtipos dentro de la esquizofrenia que estan definidos por la

sintomatologia predominante en el momento de la evaluacion:

Esquizofrenia paranoide. Es la mas frecuente, suele iniciarse entre los 20 y 30 afios,
es el tipo que mejor evoluciona a pesar de la aparatosidad del cuadro. Los pacientes
que presentan el tipo paranoide son los que tienen mas posibilidades de recuperarse.
Se caracteriza por presentar delirios que se organizan alrededor de un tema; por
ejemplo, los pacientes creen que enemigos poderosos pretenden capturarles. Suele ir
acompafada por alucinaciones auditivas (voces imaginarias), relacionadas con el

mismo tema delirante [1].

Esquizofrenia desorganizada 6 hebefrénica. Las caracteristicas principales de este
tipo de esquizofrenia son el lenguaje y el comportamiento desorganizado y la falta de
expresion emocional (denominada “afecto plano”). Los indicios suelen ser el descuido
personal, junto con una conducta desorganizada. El habla suele ir acompafnada por
tonterias y risas que no parecen tener relacion con lo que se esta diciendo. Hay casos
en los que se manifiestan alucinaciones y delirios, aunque esto no es una condicién
inherente en este tipo de esquizofrenia. Este tipo empeora progresivamente, sin que

se observen remisiones significativas [1].

Esquizofrenia cataténica. Se caracterizad por trastornos del movimiento como,
inmovilidad y estupor (catatonia), actividad motora excesiva, movimientos
estereotipados, muecas y posturas extrafias. Puede haber un negativismo extremo
gue se manifiesta por el mantenimiento de una postura rigida. A pesar de estar
consciente, el enfermo no reacciona frente a estimulos fuertes, incluso un dolor
intenso puede no provocar reaccion alguna. En los casos mas graves pueden llegar a
no hablar, ni comer, o beber durante largos periodos que pueden poner en peligro su

vida. El prondstico para este tipo de esquizofrenia suele ser malo [1].
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Esquizofrenia indiferenciada. Es un tipo de esquizofrenia en la cual no predomina
un sintoma concreto para el diagnéstico, hay sintomas psicéticos, pero no cumplen

criterios para los tipos paranoide, desorganizado o catatonico [1].

Esquizofrenia residual. En este tipo de esquizofrenia predominan los sintomas
negativos y puede presentarse como un cuadro permanente o como un cuadro de
transicion a una remision completa. En este caso el paciente ya experimentd, por lo
menos un episodio agudo de la enfermedad, pero en el momento en que esta siendo
examinado no presenta sintomas positivos o, si los presenta, éstos no son muy

llamativos [1].

1.5 TRATAMIENTO

Historicamente, muchos psiquiatras y otros profesionales sanitarios han tenido una
vision pesimista del prondstico de la esquizofrenia, considerdndola como una
enfermedad grave e intratable durante toda la vida. Esta vision negativa no ha podido
encontrar la confirmacion a largo plazo en los estudios de seguimiento, que han

demostrado variaciones considerables.

El tratamiento de la esquizofrenia se basa fundamentalmente en farmacos llamados
antipsicoticos, los cuales controlan los sintomas positivos, pero es necesario y a la vez
complementario que el enfermo reciba un tratamiento psicosocial, es decir, que la
persona recupere sus habitos de vida y se integre nuevamente a la sociedad. Cabe
sefalar que algunas personas nunca experimentan una recuperacion completa de sus
experiencias, sin embargo, logran mantener una calidad de vida aceptable si se les da

el apoyo y ayuda adecuados [4].

1.5.1 Farmacologia de la esquizofrenia
La mayor parte de los antipsicéticos son liposolubles y tienen una elevada afinidad a
ciertas proteinas (92 a 99 %). Es probable que debido a que estos medicamentos son

secuestrados en compartimentos lipidicos, tengan una duracion de accion clinica
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mayor a la estimada por sus vidas medias plasmaticas. Estos medicamentos pueden
clasificarse en varios grupos dependiendo de su estructura quimica (Tabla 3).

Tabla 3. Medicamentos antipsicoticos.

Compuesto Miembro representativo

Derivados fenotiacinicos Clorpromacina
Tioridacina
Trifluoperacina
Perfenacina

Derivado del tioxanteno Tiotixeno
Butiferonas Haloperidol
Dihidroindolona Molindona
Dibenzodiacepina Lozapina
Dibenzoxacepina Clozapina
Benzamida Remoxiprida
Difenilbutilpiperidina Piomicina

Aunque todos los antipsicoticos eficaces bloquean a los receptores D2 de dopamina,
la intensidad de este bloqueo, en relacién a otras acciones sobre receptores, varia en
forma considerable entre diferentes medicamentos. Por ejemplo la clorpromacina y

tioridacina bloquean los receptores alfal con mayor potencia que los receptores D2.

Los farmacos como la perfenacina y el haloperidol actian de manera predominante
sobre los receptores D2; tienen cierto efecto sobre los receptores 5-HT, y alfal, y un
bajo efecto sobre los receptores D1. La risperidona tiene una potencia

aproximadamente igual en bloqueo de receptores D2 y 5-HT,. [5]

A continuacién se resumen las afinidades relativas de fijaciébn al receptor en tres
farmacos claves:

Clorpromacina: a; = 5-HT, 2= D2 > D1

Haloperidol: D2 > D1 = a; > 5-HT>

Clozapina: D4 = a; > 5-HT, > D2 =D1

Los antipsicéticos convencionales como la clorpromacina y el haloperidol, reducen los

sintomas positivos en la mayoria de los pacientes; desafortunadamente tienen
6
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numerosos efectos adversos que se relacionan con sus acciones en las aferencias
dopaminérgicas. Ademas la clorpromacina disminuye la liberacion neuronal de
noradrenalina, causando un efecto antiadrenérgico. El bloqueo de receptores
dopaminérgicos en el ndcleo caudado y putamen, denominados en conjunto
“estriado”, puede generar rigidez, temblor y alteraciones en los movimientos

corporales parecidos a los de la enfermedad de Parkinson [6].

Muchos de estos efectos secundarios se evitan utilizando neurolépticos atipicos como
la clozapina y la risperidona que no actuan directamente sobre los receptores
dopaminérgicos del estriado, cuyo mecanismo de accién posiblemente involucre otros
receptores como los de serotonina. Estos farmacos también son mas efectivos frente
a los sintomas negativos de la esquizofrenia. La investigacion actual esta dirigida al
descubrimiento de antipsicoticos atipicos que sean mas selectivos para el sistema
mesolimbico o tengan un mayor espectro de accion sobre los receptores de

neurotransmisores centrales [5, 6].

1.6 BASES BIOLOGICAS DE LA ESQUIZOFRENIA

Las causas de la esquizofrenia permanecen desconocidas. Y comprender la base
neurobiolégica de esta enfermedad representa uno de los mayores retos en
neurociencia, sobre todo al tener un efecto directo sobre el pensamiento, la
percepcion y la conciencia de uno mismo. Una combinacién de factores genéticos,
biolégicos, culturales y psicoldgicos, contribuyen al desarrollo de la enfermedad, por lo

gue varias teorias sobre su origen han sido propuestas.

1.6.1 Genesy entorno

La esquizofrenia tiene una incidencia familiar y las probabilidades de desarrollar la
enfermedad disminuyen conforme se alejan de la linea directa, existe un incremento
del 10% en los parientes de primer grado de sujetos con esquizofrenia [7]. Existe
evidencia de la heredabilidad de la esquizofrenia hasta en un 80%. De acuerdo con
estos datos la esquizofrenia podria ser fundamentalmente un trastorno genético

altamente heredable, relacionado con cambios en la morfologia del cerebro,

7
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(reduccién volumétrica en una serie de regiones corticales), sobre todo en las
regiones frontal y temporal, asi como varias regiones subcorticales, especialmente el

hipocampo [8, 9].

Se ha logrado examinar in vivo los cerebros de pacientes con esquizofrenia mediante
imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN). En ellos se han observado
diferencias estructurales como el aumento en el tamafio de los ventriculos laterales, lo
que refleja la reduccion del tejido cerebral que los rodea, como son: la corteza frontal,
corteza medial, amigdala, hipocampo y tdlamo. Esta reduccién en el volumen de la
materia gris produce importantes cambios fisicos cerebrales en la estructura
microscopica y la funcién de las conexiones corticales, debido principalmente a una
disminucién en el neuropilo (red compleja y ordenada de prolongaciones dendriticas,

axonicas y gliales) méas que a una disminucién en el nimero de neuronas [10].

Recientemente se han identificado varios genes especificos que parecen aumentar el
riesgo de desarrollar la enfermedad, sobre todo aquellos involucrados en la

transmision sindptica, su plasticidad o el crecimiento de la sinapsis [2].

1.6.2 Hipotesis del neurodesarrollo

Esta teoria propone que la predisposicion genética en combinacién con factores
ambientales durante el periodo prenatal como las infecciones virales durante el
desarrollo fetal y la lactancia o una mala nutricibn materna, producen alteraciones en
la conectividad del cerebro durante su desarrollo, con sintomas observables en la

adolescencia y en la edad adulta [11].

Los eventos adversos durante el desarrollo incluyen arresto neuronal durante el
segundo trimestre de gestacion, diferenciacion y migracion de precursores
neuronales, proliferacibon de dendritas y axones, muerte celular programada
(apoptosis), poda sinaptica, anormalidades en el l6bulo temporal y otras regiones
limbicas, principalmente en el control cortical mediado por el sistema dopaminérgico
[11].
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1.6.3 Hipotesis de la dopamina

Se basa en dos observaciones principales: 1) se refiere a los efectos de las
anfetaminas en personas sanas. Las anfetaminas aumentan la neurotransmision en
las sinapsis que usan catecolaminas y producen la liberacion de dopamina, la
sobredosis de estas drogas sintéticas puede conducir a un episodio psicotico con
sintomas positivos practicamente indistinguibles de los de la esquizofrenia, lo que
indica que la psicosis esta de algun modo relacionada con el exceso de catecolaminas
en el cerebro. 2) Se relaciona a los efectos terapéuticos de los antipsicoticos sobre el

sistema nervioso central, ya que disminuyen los sintomas positivos de la afeccion.

En la década de 1950 los investigadores descubrieron que el farmaco clorpromacina,
desarrollado inicialmente como antihistaminico evitaba los sintomas positivos de la
esquizofrenia. Posteriormente se observo que éste y otros antipsicéticos relacionados,
eran potentes bloqueantes de los receptores dopaminérgicos, especificamente de los
receptores D2. Estos mismos farmacos son eficaces en el tratamiento de psicosis por
anfetaminas y cocaina [2]. Segun la hipétesis de la dopamina en la esquizofrenia, los
episodios psicéticos de esta enfermedad se desencadenan especificamente por la
activacion de receptores dopaminérgicos.

Actualmente se sabe que pacientes con esquizofrenia presentan hiperdopaminergia
en la regidon mesolimbica relacionada con la presencia de los sintomas positivos de la
enfermedad y una hipodopamiérgia en la corteza prefrontal relacionada con los
sintomas negativos y el dafio cognitivo [12]. También se ha observado una baja
expresion de receptores D2 en la corteza prefrontal [13]. No obstante, la hipétesis de
la dopamina esta lejos de estar completa a pesar del tentador vinculo entre los
sintomas positivos de la esquizofrenia y la dopamina. Si un sistema dopaminérgico
hiperactivo fuera totalmente causante de la patogénesis, los antipsicoticos darian
mucho mejores resultados en el tratamiento, pero son parcialmente eficaces en la

mayor parte de los casos e ineficaces en algunos pacientes [5].
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1.6.4 Hipotesis del glutamato

En este caso, se observdé que compuestos alucinégenos como la fenciclidina (PCP,
por sus siglas en inglés) y la ketamina inducian un estado mental similar a la
esquizofrenia, reproduciendo tanto sintomas positivos como negativos, afectando las

sinapsis que usan el glutamato como neurotransmisor [14].

El glutamato es un neurotransmisor considerado un excitador cerebral rapido,
mientras que la PCP actua inhibiendo los receptores de N-metil D-aspartato (NMDA).
Segun la hipotesis del glutamato en la esquizofrenia, el trastorno refleja la disminucion
de la activacion de estos receptores cerebrales. En estudios postmorten de pacientes
con esquizofrenia se encontré una disminucion en la expresion de los receptores a
NMDA en corteza prefrontal, la cual se relaciona con el deterioro cognitivo que

presentan los pacientes [15].

1.6.5 Hipotesis del acido gamma-aminobutirico

Estudios postmortem indican que la esquizofrenia esta asociada con un déficit en la
transmisién sinaptica mediada por el &acido gamma-aminobutirico (GABA). Las
hipotesis actuales de los sistemas de neurofisiologia indican que un importante papel
de la transmision mediada por GABA es producir oscilaciones sincronizadas de las
redes neurales que facilitan el procesamiento y el flujo de informacién dentro y entre
regiones del cerebro que son esenciales para la funcién cognitiva normal. Por lo tanto,
los déficits cognitivos en la esquizofrenia pueden resultar de una disfuncion de la

sinapsis GABA gue perturba la sincronia neural [16].

Se ha reportado que el alelo T del gen GABRB1 (que codifica la subunidad beta-1 del
receptor GABA-A) esta fuertemente asociado con la enfermedad, por lo que ha sido

propuesto como marcador molecular [17].

1.6.6 Hipotesis de la serotonina
El papel de la serotonina en la esquizofrenia fue propuesto basandose sobre la base
de los efectos alucindgenos del acido lisérgico (LSD), ya que este compuesto activa
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los receptores serotoninérgicos 5-HT2A. Existen antipsicéticos atipicos como la
clozapina, olanzapina y risperidona que son antagonistas de diferentes receptores a
serotonina. En modelos animales se ha observado que tras la administracion crénica
de antipsicoticos atipicos se regula a la baja a los receptores 5-HT2A corticales.
Aungue aun existe debate sobre las alteraciones en el sistema serotoninérgico en la
esquizofrenia, recientemente estudios post mortem de pacientes con esquizofrenia
mostraron que la densidad de receptores 5-HT1A era elevada en la corteza prefrontal,

mientras que la densidad de receptores 5-HT2A estaba disminuida [18].

1.7 SISTEMA DOPAMINERGICO

La dopamina es una catecolamina que cumple funciones de neurotransmisor en el
sistema nervioso central, desempefiando un papel importante en el comportamiento y
la cognicion, la actividad motora, la motivacion, la recompensa, el suefio, el humor, la
atencién y el aprendizaje. Las neuronas dopaminérgicas se sitlan en varias regiones
cerebrales y transmiten informacién de una region a otra, mediante los axones que
corren todo el trayecto de la via hasta los distintos destinos sinapticos (Figura 1) [19,
20].

Las principales vias dopaminérgicas son:

Via mesolimbica Transmite desde el area tegmental ventral (VTA) hasta el
nucleo accumbens.

Via mesocortical Transmite desde el VTA hasta la corteza prefrontal.

Via nigroestriada Se proyecta desde la sustancia negra hasta el nucleo
caudado y putamen (estriado) y participa en el control motor.

Via tuberoinfundibular  Transmite desde el hipotalamo hasta la glandula pineal y

ejerce influencia sobre ciertas hormonas, como la prolactina.

Gran cantidad de evidencia indica que anomalias en las vias mesolimbica y

mesocortical son el origen de la aparicion de algunos sintomas de la esquizofrenia.
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Nucleo tri
accumbens Estriado Sustancia

Corteza = negra
prefrontal )\/ —’\-\

Area tegmental ventral

Figura 1. Sistema regulador de dopamina

Via mesolimbica.

La ruta comienza en el area tegmental ventral y se conecta con el sistema limbico.
Participa en el comportamiento de recompensa, es decir, con la respuesta de la
conducta frente a estimulos de gratificacion emocional y motivacion. Trastornos en la

via mesolimbica pueden causar los sintomas positivos de la esquizofrenia [19].

Via mesocortical.

Surge sobre todo de la region tegmental ventral. Es esencial en la funcién cognitiva,
participa en el comportamiento de recompensa y la adiccién. Trastornos en esta via
producen psicosis tales como las que se ven en el deterioro cognitivo de la

esquizofrenia como cambios en la personalidad y pensamiento desorganizado [19].

El area ventral tegmental (VTA) es parte del cerebro medio y esta compuesta por
neuronas dopaminérgicas, GABA y de glutamato [21].

El ndcleo accumbens es un componente del estriado ventral y esta conectado al

ndcleo caudado y putamen. Se compone de neuronas espinosas medianas que
12
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reciben informacion tanto de las neuronas dopaminérgicas del VTA, como las
neuronas glutamatérgicas del hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal. Cuando
son activadas por estos estimulos, las proyecciones de las neuronas espinosas
medianas liberan GABA en el nucleo palidum ventral. La liberacion de dopamina en

esta estructura regula al sistema mesolimbico [20, 21].

La region prefrontal es la parte mas anterior de la corteza cerebral, ubicada en la
parte inmediatamente anterior a la corteza motora y premotora, ocupando la porcion
mas grande delos lobulos frontales. La corteza prefrontal se puede distinguir de las
restantes regiones frontales atendiendo a diversos indicadores tales como su
composicién celular, su inervacion dopaminérgica o sus aferencias talamica. Los
dafios en esta estructura cerebral ocasionan dificultad para llevar a cabo conductas

complejas que son temporal, espacial e incluso socialmente adecuadas [19, 21].

El hipocampo esta ubicado en la porcibn medial del I6bulo temporal, se extiende
anterior a la amigdala y luego se estrecha conforme cruza de manera posterior la
superficie inferior del cuerpo calloso. El hipocampo (y las estructuras contiguas del
I6bulo temporal, denominadas en conjunto formacién hipocadmpica) posee numerosas
conexiones con muchas porciones de la corteza cerebral, asi como las estructuras
basales del sistema limbico. Es conocido también por su asociacién con la memoria y

el aprendizaje [20, 21].

1.8 MODELOS ANIMALES

Se han desarrollado diversos modelos animales que han ayudado a los investigadores
a entender un poco mas sobre esta enfermedad. Los animales pueden ser sometidos
a eventos estresantes, quimicos o0 quirdrgicos, para generar respuestas bioquimicas y

conductuales semejantes a las de los individuos afectados con esquizofrenia.

Los modelos animales usados para trastornos psiquiatricos deben cumplir con los

siguientes criterios:

13



Capitulo |

1. Criterio de validez predictiva que implica que los farmacos que modifican el
estado patolégico en los humanos también deben de hacerlo en el modelo
animal, cubriendo los requisitos de sensibilidad, selectividad y potencia relativa.

2. Criterio de validez de apariencia, el cual se refiere a la similitud fenomenoldgica
entre el modelo y el desorden estudiado, se propone que el modelo debe de
mostrar los sintomas mas representativos del desorden.

3. Criterio de validez hipotética, este criterio establece que la hipétesis que explica

el trastorno psiquiatrico también debe servir como fundamento del modelo.

Para el estudio de la esquizofrenia se han propuesto varios modelos animales los
cuales pueden ser divididos en tres categorias:

Modelos farmacoldgicos, inducidos por la administracion de farmacos para
representar sintomas positivos en esquizofrenia, como la fenciclidina, molécula no
competitiva del receptor NMDA.

Modelos genéticos, inducidos por mutaciones o deleciones genéticas, relacionados
con las vias de neurotransmision involucradas en la enfermedad como la
dopaminérgica y la glutamatérgica, entre otras.

Modelos de neurodesarrollo, inducidos por una lesion fisica o neurotéxica o por

factores ambientales durante el neurodesarrollo.

Los modelos psiquiatricos son muy imperfectos y tienen sus limitaciones, por lo
general, la similitud con el hombre es lejana y Unicamente relativa a algunos aspectos
concretos de la enfermedad, debido a que tratan de reproducir en un animal sano,
conductas humanas muy complejas. A pesar de todo, se utilizan para comprender las
bases biolégicas de los trastornos psicoldgicos, los mecanismos de accién de los

antipsicoticos y han sido muy atiles para proponer nuevas terapias o tratamientos.

1.8.1 Modelo de la lesién neonatal en hipocampo ventral (LNHV)
El modelo LNHV fue propuesto por Lipska y colaboradores en 1992
[24], en él se reproducen algunos de los sintomas positivos y negativos que presentan

los pacientes con esquizofrenia. Esta basado en la hipotesis del neurodesarollo, la
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cual postula que la migracion neuronal es alterada desde el segundo trimestre de
gestacion, afectando el sistema dopaminérgico, ademas de varios de los sistemas de
neurotransmision y expresion de proteinas y receptores, también alterados en

esquizofrenia.

Este modelo es ideal para comprender los mecanismos etiologicos de la enfermedad y
la reversibilidad de los sintomas a través de tratamientos farmacoldgicos, pues se
tiene la ventaja de no utilizar farmacos para su inducciéon como en la mayoria de los
modelos validados para el estudio de la psicosis. Por el contrario, se induce con una
pequefia lesidn excitotoxica que consiste en la inyeccion bilateral de acido iboténico
en el cerebro inmaduro de los animales neonatos, dando oportunidad a su posterior
maduracion y reacomodo de este. Para realizar la lesién primero se hace una incisiéon
en la piel que cubre el crdneo de los animales. Con ayuda de un aparato estereotaxico
se localizan las coordenadas de la region del hipocampo ventral y posteriormente se

inyecta el acido iboténico o una solucion de PBS para los animales del grupo control.

En la etapa adulta, los animales lesionados presentan conductas relacionadas con los
sintomas positivos y negativos de la enfermedad [22]. En la Tabla 4 se hace un
cuadro comparativo entre las conductas observadas en el modelo y los sintomas
presentes en la esquizofrenia por lo que se considera que este modelo cumple con los

tres criterios de validez:

1) Validez predictiva: Los antipsicoticos responden de manera dosis dependiente en el
modelo y se ha comprobado la irreversibilidad del mismo.

2) Validez de apariencia: Se pueden observan algunos sintomas positivos
(hiperlocomocion) y negativos como el decremento en la interaccion social,
disminucién en la respuesta de inhibicion por prepulso y deterioro en la memoria.

3) Validez hipotética: ElI modelo esta sustentado sobre la hipétesis del
neurodesarrollo, mostrando que el dafio provocado en las primeras etapas de

desarrollo (estado neonato) puede afectar la conducta del individuo a largo plazo [23].
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Tabla 4. Cuadro comparativo entre el modelo de lesion neonatal en hipocampo
ventral (LNHV) y sintomas relacionados a esquizofrenia.*

Conductas en el Modelo LNHV Sintomas de la Esquizofrenia

Cambios Decremento inhibicién del prepulso | Decremento inhibicion del
conductuales prepulso
Decremento en memoria de trabajo | Decremento en memoria de
trabajo
Decremento  del tiempo  de | Reduccion de contacto social
socializacion
Hiperlocomocién Susceptibilidad al estrés vy
sintomas positivos
Respuesta Las anfetaminas exacerban la | Las anfetaminas incrementan los
farmacolégica | hiperlocomocion sintomas positivos

MK-801, PCP y ketamina exacerban | Ketamina incrementa sintomas
la hiperlocomocion positivos

Los antipsicéticos reducen las | Los antipsicoticos controlan los
conductas tipo esquizofrenia en el | sintomas de la esquizofrenia

modelo

Desarrollo Las conductas tipo esquizofrenia se | La enfermedad se desarrolla en el
presentan en animales adultos inicio de la etapa adulta

Cambios Decremento en los niveles de N- | Decremento en los niveles de N-

moleculares acetil aspartato, descarboxilasa- | acetil aspartato, descarboxilasa-
GAD67 y del factor neurotrofico | GAD67 y del factor neurotréfico
cerebral cerebral

Cambios en la expresion receptores | Cambios en la expresion de
dopaminérgicos (D1, D2 y D3) receptores dopaminérgicos

*Modificado de Genis, Lopez-Rubalcava, 2011 [23].

1.8.2 Pruebas conductuales evaluadas en el modelo LNHV en ratas juveniles y
adultas.

Los animales lesionados se someten a varias pruebas conductuales que permiten

determinar la presencia de esquizofrenia a partir de sintomas positivos y negativos

gue nos permitan validar el modelo. Las pruebas realizadas fueron las siguientes.

1.- Interaccién social: el deterioro de la sociabilidad es uno de los sintomas
negativos mas representativos en la esquizofrenia. En esta prueba se coloca un

animal lesionado y otro falsamente lesionado (que no han interaccionado
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previamente) en un cilindro transparente con luz blanca directa y se gravan sus
actividades durante 10 minutos. Se mide el tiempo acumulado de interaccion, es decir,
el tiempo que el animal busca la atencion del otro. Se ha reportado reduccion de la
interaccion social en animales lesionados de 35 (pre-pubertad) y 65 (post-pubertad)

dias de edad, realizando la prueba en una arena con luz roja durante 10 min [22].

2.- Actividad locomotora: para esta prueba se mide el nUmero de cruces que realiza
el animal en la caja durante 5 minutos. En los animales lesionados se espera una
hiperlocomocion, derivada probablemente del exceso de dopamina en la region
mesolimbica, producida por la lesion. La actividad locomotora es el pardmetro que
mas se ha evaluado en el modelo de lesidon neonatal en hipocampo ventral, ha sido
medida en varias edades (35, 56, 70, 86 y 150 dias) donde algunos autores han

observan hiperlocomocion tnicamente a los 56 dias [24].

3.- Prueba de memoria: para esta prueba se utiliza un laberinto en “T” donde se ha
demostrado la deficiencia de memoria en los animales con lesidn neonatal en
hipocampo ventral de 35 y 56 dias, debido a que los animales incrementaron el tiempo
de exploracion en el laberinto, al igual que la latencia. Con esta prueba se ha
observado una reduccion significativa del tiempo de exploracion de los animales con
LNHV a las 6 semanas post operacion, previo estrés por restriccion de comida. En
otro trabajo a los 56 dias y midiendo la memoria de trabajo mediante esta prueba se
encontré una reduccién de latencia en el grupo de animales adultos lesionados
[25,26].

4.- Inhibicién del prepulso sensorial: esta prueba evalla la capacidad de respuesta
ante un estimulo auditivo. En pacientes con esquizofrenia, se establece que presentan
reduccion del prepulso sensorial posiblemente derivado de la dificultad de filtrar
sonidos. En los animales adultos con lesion neonatal en hipocampo ventral,
posiblemente también se pierda esta capacidad de filtrar sonidos, por lo tanto, la
prueba mide el procesamiento auditivo y la capacidad de filtracién de sonidos en los

animales. El animal se somete a dos estimulos auditivos; uno suave (prepuslos) que
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precede a otro de mayor intensidad (pulso). En un animal normal se ha observado que
la respuesta al segundo estimulo es menor al primero cuando ya fue expuesto al
prepulso. En animales lesionados al igual que en pacientes, la respuesta a ambos

estimulos es igual, ya que su capacidad de filtracion auditiva esta alterada.

1.9 MICROARREGLOS DE DNA

Los “microarreglos de DNA” o “chips de DNA” o “Biochips de DNA” (del inglés DNA
Microarray) constituyen uno de los mayores avances en biologia molecular al facilitar
el andlisis simultaneo de miles de genes en un solo experimento. Un microarreglo de
DNA representa una superficie sélida sobre la cual se depositan pequefos fragmentos
de DNA de forma ordenada de manera que formen una matriz de secuencias en dos
dimensiones [27]. La superficie empleada para fijar el material genético varia entre
vidrio, plastico y silicio. Su funcionamiento se basa en medir los niveles de hibridacién
entre una sonda especifica (del inglés, probe) y una molécula diana o, molécula
blanco (conocida como target) mediante el uso de fluorescencia y un andlisis de
imagen la cual nos indicara el nivel de expresion de un gen en particular. Esta técnica
se fundamenta en la capacidad que tienen las moléculas de DNA de hibridar con su

secuencia complementaria en solucion [27].

Este tipo de herramienta gendmica es usada principalmente para analizar la expresion
diferencial de genes bajo diferentes condiciones (salud y enfermedad), aunque sus
aplicaciones pueden ser muy diversas como el diagnéstico molecular, la clasificacion
molecular de enfermedades complejas, la genotipificacibn de patégenos, la
identificacion de perfiles genéticos y dianas terapéuticas, la prediccidon de respuesta a
determinados tratamientos, la deteccion de mutaciones y polimorfismos, ensayos de

secuenciacion masiva, medicina preventiva y toxicologia de farmacos, entre otras [28].

1.9.1 Microarreglos de expresion génica

En este tipo de chips de DNA se suele someter a hibridacion moléculas de DNA
complementario (cDNA) o fragmentos derivados de PCR convencional que
corresponden a fragmentos de RNA mensajero (mMRNA). Estos fragmentos
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generalmente provienen de dos condiciones o tratamientos, una considerada como
sana Yy otra que representa alguna “enfermedad o patologia”. Cada una de estas
condiciones es marcada con fluoroforos distintos como el Cy3 (verde) y el Cy5 (rojo)
mediante ensayos de transcripcion reversa. Ambas condiciones son mezcladas y
sometidas a hibridacion sobre un mismo chip de DNA bajo condiciones controladas de
astringencia y temperatura, después de lo cual se procede al escaneo del dispositivo y

al andlisis de resultados [27-28].

En este caso el uso de diferentes fluoréforos (Cy3 y Cy5) requiere la toma de al
menos dos imagenes, una para cada uno de los marcadores. La intensidad de la
fluorescencia emitida al excitar estas moléculas con diferentes longitudes de onda es
captada por sistemas computarizados que la transforman en un codigo de colores a
los cuales se les asigna un valor cuyo significado se traduce en la expresion relativa
de los genes presentes en el microarreglo [29]. Estas imdgenes generalmente son
analizadas de forma independiente, pero también sobreponiendo ambas imagenes de
forma que es posible visualizar genes que se activan (sobreexpresan, del inglés
overexpression) o se reprimen (subexpresan, del inglés downexpression) bajo
distintas condiciones. De esta manera se obtiene una imagen como la que se muestra

en la Figura 2.

Figura 2. Microarreglo de expresion génica.
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Los datos que se obtienen de los microarreglos de DNA generalmente son
considerados como datos crudos los cuales tienen que pasar por una serie de
normalizaciones las cuales permiten incrementar la confiabilidad de los resultados
obtenidos, aunque siempre sera necesario confirmar los niveles de expresion de los
genes de interés mediante otras técnicas moleculares como PCR cuantitativa en

tiempo real.

La normalizacién de los resultados siempre requerira el uso de paquetes estadisticos
gue permitan identificar entre los miles de datos que se obtienen, aquellos genes que
realmente presenten un cambio significativo que se pueda traducir en un “cambio
verdadero y real” dentro de un proceso bioldégico. La gran ventaja de estas
herramientas bioinformaticas es que permiten agrupar a los genes en funcién de sus
niveles de expresion, su funcion o su estructura, generando grandes bases de datos
donde es mas sencillo inferir la funcién y participacion de uno o varios genes dentro
de los diferentes procesos celulares. Con el uso adecuado de estas herramientas es
posible incrementar nuestro potencial de conocimiento sobre la etiologia de muchas

enfermedades.

1.9.2 Uso de microarreglos de expresion génica en esquizofrenia
En el 2005, Lipska y colaboradores [30] evaluaron diferencias en la expresion del
MRNA asociados con la LNHV y el tratamiento con haloperidol en la corteza frontal y
temporal de dos cepas de ratas con diferente sensibilidad a los efectos de la lesion;
ratas Fisher 344 (en estudios anteriores se demostré que esta cepa de ratas es mas
sensible a los efectos de la lesién) y ratas Lewis mediante el uso de microarreglos de
cDNA. Se compararon los perfiles de expresidon de genes entre los siguientes grupos:

e Adultos lesionado vs adultos falsamente lesionado de ratas F344.

e Adultos F344 lesionados, tratados con haloperidol vs tratados con solucion

salina
e Adultos normales F344 vs adultos normales ratas Lewis

e Neonatos normales de 6 dias F344 vs adultos normales F344

20



Capitulo |

Las comparaciones entre los neonatos de dias 6 y las ratas adultas F344 no se
realizaron por que los datos obtenidos fueron insuficientes. En este estudio, los
autores seleccionaron genes con niveles de expresion alterados a consecuencia de la
lesion y que después del tratamiento con haloperidol se normalizaron. A estos genes

los llamaron genes “contrarrestados”.

La lista de los genes contrarrestados fue comparada después con los transcritos
alterados entre las cepas F344 y Lewis y s6lo 6 de los genes contrarrestados difirieron
significativamente entre las dos cepas: adenililciclasa asociada a proteina 1 (CAP1),
canales de potasio activados por conductos de calcio, subfamilia M, miembro beta 1
(KCNMB1), doublecortex (DCX), adenosina monofosfato deaminasa 2, isoforma L
(AMPD2), enzima malico 3 mitocondrial dependiente de NADP+ (ME3) vy
aspartilglucosaminidasa (AGA). De estos genes, s6lo el gen KCNMB1 coincidié en las
dos regiones evaluadas, corteza frontal y temporal, mientras que los otros cinco genes

se generaron solo a partir del analisis de la corteza temporal (Tabla 5).

Tabla 5. Genes candidatos para esquizofrenia derivados de microarreglos de cDNA.*

Nombre del Efectos de la Efectos del Tipo de tejido
gen lesion Haloperidol

Kcnmbl 4.1 0.21 Frontal
Kcnmbl 8.7 0.23 Temporal

Dbx 0.29 3.4 Temporal

Me3 0.26 4.4 Temporal
CAP1 0.35 2.6 Temporal
AMPD2 0.16 4.2 Temporal
AGA 0.35 2.8 Temporal

*Los genes candidatos reunieron tres criterios: (1) expresion diferencial significativa entre los
neonatos lesionados-VH y los controles, (2) diferencias significativas de la transcripcion
inducida por el haloperidol en direccién contraria a la inducida por la lesion-VH y (3)expresion
diferencial entre cepas de ratas F344 y Lewis. Unidades relativas de expresion.
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En la tabla 5 se muestran los niveles relativos de expresion de los genes candidatos.
En la corteza temporal, la lesion parece disminuir el nivel de expresion de los genes
candidatos, mientras que el haloperidol contrarresta los efectos de la lesion
aumentando la expresion de estos genes. Excepto para el gen Kcnmbl que en la
corteza frontal la lesion eleva los niveles del mRNA y el farmaco disminuye los niveles

de expresion [30].

Dentro de la lista de genes candidatos que ellos proponen, no se encuentra ninguno
que haya sido recientemente reportado con asociacidén genética con esquizofrenia, por
lo que concluyen que algunas caracteristicas de estos genes candidatos podrian tener
una relevancia funcional en el trastorno. Ademas, que es poco probable que un sélo
modelo animal sea capaz de captar toda la complejidad de la esquizofrenia, pero es
posible que una variedad de modelos individuales juntos puedan ayudar a entender

mejor la etiologia de los sintomas psicéticos [30].

1.10 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La esquizofrenia es una enfermedad de etiologia desconocida cuyos tratamientos
actuales son parcialmente efectivos. Se ha reportado un numeroso grupo de pacientes
con fenotipos ‘resistentes’ de la enfermedad, es decir, casos en los que no se obtiene
un grado minimo de remision con los tratamientos convencionales. Estos casos son
una evidencia mas de que aun carecemos de un modelo de tratamiento integrador a

consecuencia del desconocimiento de las causas exactas que originan la enfermedad.

A pesar de que existe una fuerte evidencia de que la esquizofrenia es un trastorno
altamente heredable, los estudios genéticos no han proporcionado resultados
definitivos. De igual manera se han realizado estudios bioguimicos de genes
candidatos basados en los sistemas fisiologicos tedricamente relevantes en la

enfermedad, sin generar resultados concluyentes.

Los avances en investigacion han llevado a la generacion de modelos animales que

reproducen sintomas de esquizofrenia con la finalidad de usarlos como herramientas
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metodoldgicas en el estudio de este trastorno. Por otra parte los avances en biologia
molecular estan facilitando la identificacion de marcadores moleculares de riesgo para
un gran numero de enfermedades cuya aplicacion en investigacion podria facilitar el

estudio de la fisiopatologia de muchas enfermedades.

En este trabajo se propone el uso del modelo de lesién neonatal en hipocampo ventral
(LNHV) en combinacion con microarreglos de cDNA para la busqueda de marcadores
moleculares que puedan ser relevantes en el desarrollo de esquizofrenia. Nuestro
objetivo es identificar mediante la expresion diferencial de genes, genes candidatos
que pudieran estar relacionados con alteraciones biologicas que representen un
riesgo potencial para el desarrollo de esquizofrenia y que ademas puedan ser usados
en investigacion para el estudio de su fisiopatologia y para mejorar las herramientas

prondsticas, diagndésticas y de tratamiento de la enfermedad.
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

La lesiébn neonatal en hipocampo ventral alterara el transcriptoma de ratas Wistar

juveniles (45 dias) y adultas (90 dias) generando conductas tipo esquizofrenia.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar mediante el modelo de lesién neonatal de hipocampo ventral, cambios en la
transcripcion de genes en ratas macho Wistar de 45 y 90 dias de edad, que puedan

ser relevantes en la aparicion de los sintomas psicoticos posteriores a la pubertad.

2.2.1 Objetivos particulares

e Evaluar los perfiles de expresion transcripcional en el modelo animal de lesion
neonatal en hipocampo ventral en diferentes areas cerebrales (hipocampo, nucleo
accumbens y corteza prefrontal).

e Evaluar los perfiles de expresion de ratas lesionadas contra ratas falsamente
lesionadas.

e Comparar los perfiles de expresion transcripcional de genes entre las ratas

juveniles de 45 dias y las ratas adultas de 90 dias.

Identificar posibles genes candidatos asociados a esquizofrenia en el modelo

animal propuesto.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 ANIMALES
En este estudio se usaron cuarenta ratas macho Wistar obtenidas a partir de ratas
prefiadas en el laboratorio, el promedio de las crias oscilé entre cuatro y ocho por
camada. Esta poblacion fue dividida en cuatro grupos experimentales:

I. 10 ratas LHV-juveniles (lesionadas)

[I. 10 ratas juveniles falsamente lesionadas

[ll. 10 ratas LHV-adulto (lesionadas)

IV. 10 ratas adulto falsamente lesionadas

Todos los animales fueron aislados en una caja con un ciclo de luz-oscuridad invertida
de 12 horas debido a que estos animales son mas activos durante la noche, por lo
tanto las luces se apagaban las 10:00 am y se encendian a las 10 pm. La temperatura
promedio de la pruebas fue de 22.2°C. Durante todo el experimento, los animales
tuvieron acceso libre a agua y alimento. Las pruebas conductuales se realizaron

rutinariamente entre 10:00 am y 3:00 pm.

Cada uno de los protocolos experimentales realizados durante el proyecto fue
aprobado por el comité local de ética sobre experimentacién animal siguiendo las
regulaciones establecidas en la norma oficial mexicana para el uso y el cuidado de los
animales de laboratorio “NOM-062-Z00-1999” y las regulaciones del comité de ética
de la asociacion internacional para el estudio del dolor [31]. Todas las sesiones
experimentales fueron grabadas y analizadas por un observador sin tener

conocimiento de las condiciones del tratamiento.

3.2 LESION NEONATAL EN HIPOCAMPO VENTRAL (LNHV)

Las lesiones en hipocampo ventral en neonatos fueron realizadas segun lo descrito
por Lipska y colaboradores (1992) [24]. Inicialmente, un grupo de machos neonatos
con un peso entre 10-13 g fueron seleccionados para realizar la lesion entre los dias 5

y 7. Las crias lesionadas-LNHV y las falsamente lesionadas (control) fueron
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seleccionadas al azar. Durante el procedimiento los animales fueron anestesiados por
hipotermia, para ello fueron colocados sobre hielo durante un tiempo maximo de 15
min. Posteriormente cada uno de los animales fue asegurado sobre la plataforma fija
al instrumento estereotaxico de Kopf, se les realizé una incision en la piel que cubre el
crdneo y se procedio a realizar las lesiones bilaterales mediante la inyeccion de acido
iboténico (0.15 pl/min durante 2 min) (Sigma, Toluca Méx.) en el caso de las crias
lesionadas-LNHV (Grupos | y 1ll) y s6lo con PBS (0.15 pl/min durante 2 min) para las
ratas falsamente lesionadas (Grupos Il y IV). Las coordenadas para realizar la
inyeccioén se localizan con ayuda de un estereotaxico y fueron las siguientes: -3.0 mm
anteroposterior (AP), £3.5 mm mediolateral (ML) y -5.0 mm dorsoventral (DV) respecto

a bregma.

Los animales de los grupos | y Il fueron sacrificados por decapitacién a los 45 dias,
mientras que los animales de los grupos Il y IV fueron sacrificados por decapitacion a
los 90 dias. Las tres regiones cerebrales de interés (hipocampo, corteza prefrontal y
nacleo accumbens) fueron extraidas y conservadas a -80 °C hasta la extraccion del
RNA total.

3.3 EXTRACCION DE RNA
El RNA total fue extraido a partir de hipocampo, corteza prefrontal y nucleo
accumbens de acuerdo al siguiente protocolo:

1) El tejido congelado fue disgregado manualmente y las células fueron
resuspendidas mediante un vigoroso vortex de 35 segundos en 1 mL de
TRIZOL (Trizol®Reagent, Total RNA isolation reagent Life technologies).
Posteriormente se les adicion6 200 ul de cloroformo frio (-20 °C), se les dio un
vortex por 15 segundos y se les dejo reposar en hielo durante 5 minutos.

2) Transcurrido este tiempo las muestras se centrifugaron a 12 000 x g por 15
minutos a 4 °C, se extrajo la fase acuosa de cada muestra y se transfirio a otro
tubo eppendorf al cual se le adicionaron 600 uL de isopropanol. En esta etapa
fue necesario invertir los tubos de 10 a 15 veces y se dejaron reposar en hielo

durante 10 minutos.
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3) Todos los tubos fueron centrifugados a 1200 x g por 10 minutos a 4 °C, el
isopropanol fue decantado, se les adicioné 1 mL de etanol frio (-20 °C) al 75%
preparado con agua-DEPC y se les di6 un ligero vortex por 10 segundos.

4) Finalmente fueron centrifugados a 7000 x g por 5 minutos a 4 °C. Se elimind el
exceso de alcohol y el boton de RNA presente en el fondo de los tubos fue
resuspendido en 10ul de agua-DEPC.

5) La calidad del RNA extraido fue visualizada en geles de agarosa
desnaturalizantes tefildos con bromuro de etidio. La concentracion del RNA fue
determinada mediante fluorometria y el uso de Ribogreen Quanty-iT Assay

(Invitrogen).

La sintesis de cDNA, la impresion de las matrices y los microarreglos en general se
realizaron en colaboracion con el Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) y el
Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la UNAM. Los procedimientos se describen a

continuacion.

3.4 IMPRESION DE LAS MATRICES
Se utilizaron cinco mil oligos de Rattus norvegicus (70-mer) de la biblioteca Operon
oligo sets (http://www.operon.com/arrays/oligosets_overview.php) resuspendidos en

una solucion Micro spotting 50 uM (Arraylt Brand Products).

Los portaobjetos de 25x75 mm (SuperAmine TeleChem Internacional INC), fueron
impresos por duplicado y fijados a 80 ° C durante 4 horas. Para la pre-hibridacion los
portaobjetos se rehidrataron con vapor de agua a 60 °C y se fijaron con dos ciclos de
luz UV (1200J). Después de hervirlos durante dos minutos a 92 °C, los portaobjetos se
lavaron con etanol al 95% durante un minuto y se pre-hibridaron en soluciones de
SSC 5X, SDS 0,1% y 1% de BSA durante una hora a 42 °C. Las laminas fueron
lavadas y secadas antes del proceso de hibridacion (procedimientos estandar del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM).
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3.5 MARCAJE DEL cDNA E HIBRIDACION DE LOS MICROARREGLOS DE DNA

En la misma reaccién se sintetizé y se marcé el cDNA con los fluoréforos dUTP-Cy3 o
dUTP-Cy5, mediante el kit CyScribe Firs-Strand cDNA (Amersham). Para ello se
utilizé un total de 10 pg de RNA total (no se requiere aislar el mRNA). La
incorporacion de fluoréforo se analiz6 mediante el uso de la absorbancia a 555 nm
para Cy3 y 655 nm para Cy5. Cantidades iguales de cDNA marcado fueron
sometidas a hibridacién en una solucién UniHyb (TeleChem Internacional INC) sobre

la matriz del microarreglo durante 14 horas a 42 °C.

Tabla 6. Caracteristicas de los microarreglos de expresion.*

Numero de genes 5000

Fuente de informacion RGD/GenBank
Tamarfio de las sondas 70 mer
Numero de aplicaciones por gen 2

NuUmero total de aplicaciones 10 368

*Oligos fabricados por compafiia Operon technologies USA.

El listado completo de los genes incluidos en el microarreglo con su numero de
identificacion y su localizacion dentro de la laminilla puede ser consultado en la pagina
web de la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM

(http://microarrays.ifc.unam.mx/principal.html).

3.6 LECTURA DEL MICROARREGLO

Los grupos experimentales | y Il (ratas lesionadas LNHV) fueron marcadas con Cy5,
mientras que los grupos experimentales Il y IV o muestras control (ratas falsamente
lesionadas) fueron marcadas con Cy3. Cada laminilla fue escaneada bajo 2 longitudes
de onda (532 y 635 nm) en un escaner con microscopia confocal. En este equipo las
moléculas Cy3 y Cy5 son excitadas mediante el uso de un laser, donde la
fluorescencia emitida es capturada y transformada en una imagen que muestra los
sitios de hibridacién o reconocimiento especifico de secuencias. Por cada uno de los

microarreglos de expresion fueron obtenidas 2 imagenes, una para el flouréforo Cy3 y
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otra para el fluoréforo Cy5, en esta etapa se debe ajustar la intensidad del laser y la
sensibilidad de los fotomultiplicadores de tal forma que ambas imadgenes muestren

valores de fluorescencia total similares.

Las imagenes escaneadas fueron procesadas en el lector Virtek Chip mediante el uso
del Array Pro Analyzer software (Media Cybernetics). Este programa localiza a cada
spot o punto sobre el microarreglo con ayuda de una trama programada (o reticula) y
calcula la densidad promedio de cada una de estas sefales, asi como del area que
rodea a cada spot. Una vez obtenida la imagen se debe considerar la aplicacion de un
filtro para depurar las pequefias imperfecciones o0 sefiales no deseadas,
posteriormente se genera una reticula en la que se definen las areas que se van a
cuantificar. Definida la reticula, se determina la zona de inclusion o exclusion y el area
para calcular la sefial de fondo de cada una de las imagenes tratando de eliminar los

puntos que no mostraron una hibridacion adecuada.

Definidos estos parametros el programa calcula las intensidades medias (densidad de
los pixeles en el &rea definida), dando como resultado una tabla con las coordenadas
y los valores de las densidad tanto del fondo como de cada uno de los spots sobre el
microarreglo. Todos los puntos y sus replicados técnicos son individualmente
evaluados de acuerdo a algunos parametros matematicos que permiten discriminar
niveles de variabilidad inaceptable. Los puntos que no cumplen con estos criterios son
excluidos durante el analisis estadistico. La razon entre los niveles de fluorescencia
emitida por Cy3 y Cy5 en cada spot o punto representa la expresion relativa de los
transcritos de RNA gue son comparados de manera competitiva sobre el microarreglo

gue esta siendo analizado.

Después de realizar todas las operaciones, se agrega la descripcion que existe para
cada uno de los genes y se puede generar una base de datos que nos permita
conocer la funcién, el proceso biolégico y la localizacion celular, de cada uno de los
genes que identificados en nuestro microarreglo que tienen un cambio en su
expresion.
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IV. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS

El analisis de la expresion de genes fue realizado mediante el uso de genArise
(programa estadistico), desarrollado en la Unidad de Informética del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM (http://www.ifc.unam.mx/genarise/). GenArise es una
herramienta para el andlisis de los datos de microarreglos de doble color, su objetivo
es identificar cuales genes se expresan de manera diferencial mediante el calculo de
una intensidad definida como puntuacién z-score. Por medio de ecuaciones sencillas
se obtienen valores que pueden ser visualizados en graficas como la que se muestra

a continuacion (Figura 3).

Figura 3. Representacion grafica de la expresion de genes obtenida a partir de datos no
ajustados derivados de los microarreglos. Los valores se presentan sin ningun tipo de
normalizacion o correccion, donde R es la diferencia de los logaritmos en base 2 (log2) de la
intensidad luminosa entre Cy3 y Cy5, mientras que | es la suma en logaritmo base 10 (log10)
de Cy3y Cy5. La linea muestra la tendencia de expresion de los genes sobre el microarreglo.

Para la normalizacion y correccion de los resultados (figura 4), genArise lleva a cabo
una serie de transformaciones como: correccion de ruido de fondo, filtro de intensidad,
analisis y la seleccion de genes repetidos y expresadosdiferencialmente. Este
programa utiliza un algoritmo para evaluar el grado de variaciébn en la expresion

génica (z), donde:
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zi = numero de desviaciones estandar
por punto a partir de la media.

zi = (Ri - media (R)) / sd(R) Ri = log-ratio para cada punto.
sd(R) = desviacion estandar del

logaritmo de la razén.

En la ecuacion anterior, zi es el z-score para cada punto. Bajo este criterio los genes
con un valor de z-score mayor a 2 desviaciones estandar fueron considerados como
diferencialmente expresados. A partir del valor de zi fue posible clasificar a los genes
en dos categorias: 1) sin variacion en su expresion (valores entre 1.5y -1.5) y 2) con

variacion en su expresion (valores mayores a 1.5 y menores a -1.5).

Por lo tanto, los genes con valores de zi mayores a 1.5 se consideraron sobre-
expresados (aumentaron su expresion) y los genes con valores de zi menores a -1.5

se consideraron sub-expresados (disminuyeron su expresion) (Figura 5).

Figura 4. Representacion grafica de la expresion génica obtenida a partir de datos ajustados
derivados de los microarreglos. Los valores se presentan normalizados y corregidos. La linea
muestra la tendencia de la expresion de los genes sobre el microarreglo.
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Figura 5. Representacion grafica de la expresién génica obtenida a partir de datos ajustados y
agrupados en categorias de acuerdo con su nivel de expresién. Los puntos centrales (verdes)
incluyen genes con un z-score entre 1 y -1. Los puntos en azul muestran genes con un z-

s

score entre 1 a 1.5 0 -1 a-1.5. Los puntos en azul claro muestran genes con un z-score
entre 1.5a 2 6 -1.5 a -2. Los puntos blancos son genes con un nivel de expresion mayor a2 o
menor a -2.

Un total de 5000 genes fueron analizados mediante el software genArise, una vez que
se normalizaron los datos, se identificaron un total de 652 genes que mostraron
cambios significativos en su expresion (valores de zi > 1.5 y < -1.5). De ellos un total
de 316 se encuentran sobreexpresados (OE) y 336 subexpresados (DE).

En la tabla 7 se muestra el total de genes que mostraron cambios en su expresion en
cada tratamiento, asi como su respectivo porcentaje. Al comparar los porcentajes
obtenidos entre los genes OE y DE en el grupo de ratas juveniles podemos apreciar
gue son muy similares, mientras que en el caso de las ratas adultas el porcentaje de
genes DE es mayor que el porcentaje de genes OE. En general el porcentaje de

genes que modificaron su expresion para cada area cerebral fue de 13% + 0.38.
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Tabla 7. NUumero de genes con valores de z-score mayor a 1.5 y menor a -1.5
después de la normalizacion de los datos en el grupo de ratas juveniles y
adultas.

JUVENILES ADULTOS

DE % OE % Total DE % OE % Total
(n) (n) () | () (n) (%)

NUCLEO 326 | 652 | 317 | 6.34 | 12.86| 351 | 7.02 | 291 | 5.82 | 12.83
ACCUMBENS

CORTEZA 362 | 7.24 | 302 | 6.04 |13.28 | 372 | 7.44 | 310 | 6.20 | 13.64
PREFRONTAL

HIPOCAMPO | 321 | 6.42 | 329 | 6.58 | 13.00 | 351 | 7.02 | 333 | 6.66 | 13.68

SIN CAMBIO | 3991 | 79.82 | 4052 | 81.04 | 60.86 | 3926 | 78.42 | 4066 | 81.32 | 59.84

Con la finalidad de evaluar las posibles rutas metabdlicas que se podrian ver
afectadas por la lesion, los genes que mostraron una expresion diferencial (valores de
zi > 15 y < a -1.5) fueron identificados en la base de datos KEGG
(http://Iwww.genome.jp/kegg/kegg2.html). La base de datos KEGG es una herramienta
muy util en el mapeo de interacciones moleculares de genes, transcritos, proteinas y
metabolitos involucrados principalmente en metabolismo y enfermedades humanas,
entre otros procesos celulares, genéticos, etc. Con la informacion obtenida se realizé
una lista con todas las rutas metabdlicas afectadas. Los resultados se muestran en la
Tabla 8. De manera muy general podemos ver que en el grupo de ratas adultas, un
mayor numero de rutas fueron afectadas por lesion en comparacion con el grupo de

ratas juveniles.

Tabla 8. Total de rutas metabdlicas que podrian verse afectadas en cada tratamiento.*

NUCLEO HIPOCAMPO CORTEZA
ACCUMBENS PREFRONTAL
JOVEN | ADULTO | JOVEN | ADULTO | JOVEN | ADULTO
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
Sobre-expresion 135 131 135 149 129 145
Sub-expresién 134 132 143 165 143 160

* n = numero de rutas metabdlicas afectadas por la lesion.

33



Capitulo IV

Entre las rutas con mayor nimero de alteraciones se encuentran: las interacciones
neuroactivas ligando-receptor (> 10 genes), sefializacion de calcio (> 7 genes), vias
de cancer (> 7 genes) y las vias implicadas en procesos inmunolégicos (> 7 genes).
Cabe mencionar que hay genes que participan en 2 0 mas rutas. Las vias en las que

participan un mayor nimero de genes (mayor a 5 genes) se muestran en la Figura 6.

Rutas mayormente afectadas por la lesion
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Figura 6. Rutas metabdlicas con mayor nimero de genes diferencialmente expresados en las
tres areas cerebrales evaluadas (nucleo accumbens, corteza prefrontal e hipocampo).

Para un andlisis mas robusto de la expresion de los genes en cada tejido, se realiz6
un nuevo corte. Se trabajo con los genes con valores de z-score mayor a dos y menor
a menos 2. Siguiendo el link de cada gen en la base de datos Rat Genome Database
(RGD) se obtuvo el nombre y la descripcién de cada uno de ellos. A continuacion se
enlista s6lo un pequefio grupo de estos genes, ya que a pesar del nuevo corte el

namero de genes en el analisis sigue siendo elevado (Tablas 9y 10).
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Tabla 9. Genes sub-expresados de acuerdo a la base de datos Rat Genome Database

Id Simbolo Nombre del Descripcién Ruta z-score Area
gen metabdlica cerebral
M80545 | Cacnb2 | Canal de calcio | Subunidad auxiliar | Contraccién de | -4.315 | Hipocampo
dependiente de en los canales de musculo
voltaje, Ca(2+) tipo-L cardiaco
subunidad beta 2
NM_0243 | Notch2 | Notch homdlogo | Proteina involucrada | Formacion del | -4.159 | Prefrontal
58 2 (Drosophila) | en las interacciones eje dorso-
celulares que ventral,
especifican el sefializacion
destino celular Notch
X15836 Ocm Onco-modulina | Proteina de unién a | Vias de cancer | -4.155 | Accumbens
calcio, expresion e
activa en una hipocampo
variedad de tumores
D26178 Ick Cianina de Puede estar Proliferacion de | -4.029 | Accumbens
células involucrada en la células y prefrontal
intestinales promocion de la epiteliales
meiosis durante la intestinales
espermatogénesis
X72757 Cox6al Citocromo Cataliza la Huntington, -3.954 | Accumbens
oxidasa C, transferencia de Parkinson,
subgni,daq Via, electrones del Fosforilgcién
polipéptido 1 . oxidativa,
C|tocrf)mo C, al Alzheimer
oxigeno.
NM_0316 Stx8 Sintaxina 8 Esencial para la Interaccion en | -3.293 | Accumbens
56 fusion de transporte y prefrontal
membranas vesicular
intracelulares
u03407 Proll Lacrimal 1, rico Apomucina de la Secrecién -3.281 | Hipocampo
en prolina glandula salival
submandibular humanos
NM_0128 | Amacr Alfa-metilacil- Enzima que Biosintesis -3.234 | Prefrontal
16 CoAracemasa | convierte pristanoil- primaria de
CoA y el acido biliar | Acidos biliares,
C27-CoA al peroxisoma
estereoisémero-(S)
D30666 Facl3 Acil-CoA Cataliza la reaccion | Metabolismo de | -3.170 | Accumbens
sintetasa cadena inicial del acidos grasos, y prefrontal
larga, miembro | metabolismo de los | sefializacién de
de la familia 3 acidos grasos para | adiponectina
producir acil-CoA
NM_0125 Lpl Lipoproteina Lipasa que hidroliza | Metabolismo -3.136 | Accumbens
98 lipasa triglicéridos; puede triglicero-
estar involucrada en lipidos,
el desarrollo de Alzheimer,
hipertrigliceridemias | sefalizacion
PPAR
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Tabla 9. Continuacion....

u40652 Ptprn | Proteina tirosina | Involucrada en las Diabetes -3.101 | Accumbens
fosfatasa, vias de sefializacién Mellitus y prefrontal
receptor tipo N mediadas por tipo |
citocinas
NM_017019| Il1a Interleucina alfa Participa en la Artritis -2.887 | Hipocampo
1 cicatrizacion de reumatoide,
heridas, interaccion
y en la biosintesis citocina-
de IL-6 citocina
X13016 Cd4s Molécula Cd48 Participa en la Citotoxicidad | -2.877 | Accumbens
activacion de los mediada por y prefrontal
mastocitos y la células NK
respuesta a
Mycobacterium
tuberculosis
NM_080783| Gale UDP-galactosa- Enzima con Metabolismo de | -2.778 | Hipocampo
4-epimerasa actividad de galactosa,
galactose-4 amino-
epimerasa azlcares y
nucleétidos
Chrnab Receptor Receptor neuronal Interaccion -2.777 | Accumbens
colinérgico activado por neuroactiva
nicotinico alfa5 | acetilcolina; media ligando-
la liberacion de receptor
catecolaminas
NM_017250| Htr2b | Receptor 2b para Receptor de Interaccion -2.618 | Prefrontal
serotonina serotonina acoplado | neuroactiva
a proteinas G ligando-
receptor
NM_031007 | Adcy2 | Adenilato ciclasa | Enzima que cataliza | Sefalizacion de | -2.451 | Accumbens
2 (cerebro) la formacion del calcio y prefrontal
segundo mensajero
AMP
NM_017069 | Gabra3 | Acido gamma- Puede mediar Sinapsis -2.241 | Hipocampo
aninobutirico respuestas gabaérgica y prefrontal
(GABA) receptor | inhibitorias GABA
A, alfa 3
NM_012950 F2r Receptor de Participa en la Complementoy | -2.122 Prefrontal
factor de coagulacion de la cascadas de
coagulacion Il | sangre, la respuesta | coagulacion
(trombina) inflamatoria y la
proliferacion celular.
L11007 Cdk4 Cinasa Regulador positivo Céancer de -2.100 | Prefrontal
dependiente de del ciclo celular pancreas
ciclina, 4
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Tabla 10. Genes sobre-expresados de acuerdo a la base de datos Rat Genome Database

Id Simbolo Nombre del Descripcién Ruta z-score Area
gen metabdlica cerebral
NM_0315 Cdsb Molécula CD8b Marcador para | Procesamientoy | 4.393 Prefrontal
39 células T presentacion de
citotoxicas; antigeno,
participa en las moléculas de
interacciones adhesion
célula-célula (CAMs)
NM_0170 Vdr Receptor de Envejecimiento, Apoptosis, 3.918 | Hipocampo
58 vitamina D regulacion del reabsorcion de
transporte de calcio
calcio
NM_0126 Syp Sinaptofisina Puede patrticipar Plasticidad 3.799 | Accumbens
64 en la organizacion sinaptica y prefrontal
de las vesiculas
sinépticas
NM_0243 Hifla Factor 1 Regula la Vias de cancer, | 3.774 | Accumbens
59 inducible por transcripcion en | carcinoma renal, y prefrontal
hipoxia, respuesta a bajas sefalizacion
subunidad alfa | concentraciones mTOR
(factor de de oxigeno
transcripcion)
NM- Gfer Factor de Proteina que Ciclo celular, 3.681 | Accumbens
013222 crecimiento aumenta la fosforilacion y prefrontal
aumentador de | regeneracion del oxidativa
la regeneracion higado
hepética
NM_0241 Dctnl Dinactina 1 Proteina con Huntington, 3.378 | Accumbens,
30 actividad de reabsorcién de prefrontal,
ATPasa que actia | agua por ADH e
como un motor de hipocampo
microtubulos
NM_0128 Cyct Citocromo C, Citocromo C, Huntington, 3.370 | Hipocampo
40 testiculos expresado durante Parkinson,
la espermato- Alzhaimer,
génesis apoptosis,
sefializacion de
p53
NM_0311 | Rablla RAB11a, Proteina de unién | Reabosrciénde | 3.341 | Accumbens
52 miembro RAS aGTP agua por ADH, y prefrontal
de la familia de secrecion
oncogenes pancreética
X54467 Ctsd Catepsina D Endopeptidasa Lisosoma 3.204 | Accumbens
lisosomal
NM_0126 Tpm4 Tropomiosina 4 Participa en la Contraccion de | 3.175 | Accumbens
78 estabilizacion de musculo y prefrontal
los filamentos de cardiaco,

actina en el
citoesqueleto

cardiomiopatia
hipertréfica
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Tabla 10. Continuacion....

D50580 |Loc192257 Carboxil- Hidroliza los ésteres | Metabolismo de | 3.113 | Accumbens
esterasa 2E de retinol, regula el retinol e
suministro de los hipocampo
retinoides
NM_1307 Fgfl5 Factor de Implicado en el Vias de cancer, | 3.085 | Hipocampo
53 crecimiento desarrollo melanoma,
fibroblastico 15 embrionario, sefializacion
crecimiento celular, MAPK
etc.
NM_0225 Gpx3 Glutation Proceso catabdlico | Metabolismo de | 2.860 Prefrontal
25 peroxidasa 3 del peréxido de glutation y de
hidrogeno acido
araquidonico
u53184 Lifaf Factor TNF Proteina de unién a Apoptosis 2.859 | Hipocampo
inducido por ADN que puede
lipo- mediar la expresion
polisacarido de TNF-alfa
NM_0191 Agqp7 Acuaporina 7 Transporte de Sefializacién 2.852 | Hipocampo
57 fluidos durante PPAR
espermato-génesis
L29232 Igflr Receptor 1, Receptor de IGF-1, | Vias de cancer, | 2.719 | Accumbens
factor de implicado en la endocitosis, y prefrontal
crecimiento induccion de la depresion a
similar a progresion del ciclo largo plazo
insulina celular
AF333983 | Apbbl Proteina de | Proteina adaptadora Alzheimer 2.715 | Accumbens
union a | localizada en el
precursor del nacleo, que
beta-amiloide interactta con la
familia B, proteina precursora
miembro 1 del beta amiloide
(APP)
X98234 Smstr2 Receptor de Media la Secresién 2.708 | Accumbens
somatostatina 2 sefializacion en gastrica, e
respuesta al dolor interaccion hipocampo
térmico neuroactiva
ligando-
receptor
NM_0173 Runx1 Factor de Factor de Vias de cancer, | 2.671 | Accumbens
25 transcripcion 1 transcripcion, leucemia e
implicado en la mieloide hipocampo
regulacion del gen cronica
muscular
esquelético
NM_0221 Pik3r2 Fosfoinositol Subunidad Sefalizacién de | 2.242 | Hipocampo
85 cinasa 3, reguladora de la quimiocinas,
subunidad enzima regulacion de
regulatoria 2 fostatidilinositol 3 actina en el
(beta) citoesqueleto
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Debido a que las bases de datos muestran diversas rutas metabolicas que podrian ser
afectadas por la lesion y a que no todas estan relacionadas directamente con el
trastorno, sino que estan asociadas con procesos metabadlicos y comunicacion celular,
sb6lo se seleccionaron 15 rutas que posiblemente estén asociadas a trastornos
mentales (Tabla 11). Las rutas de sefalizacion de calcio e interaccion neuroactiva
ligando-receptor parecen tener una activa participacion, al identificar frecuentemente

genes involucrados en estas rutas.

Tabla 11. Rutas metabdlicas y genes diferencialmente expresados que fueron
asociados a trastornos mentales.

NUCLEO HIPOCAMPO CORTEZA
RUTA METABOLICA ACCUMBENS PREFRONTAL
JOVEN | ADULTO | JOVEN | ADULTO | JOVEN | ADULTO

(n) () (n) (n) (n) (n)
Apoptosis 1 6 5 2 3 2
Ciclo celular - 3 2 3 1 2
Citotoxicidad por NK 4 6 3 2 6 5
Depresion 1 3 1 2 - 3
Alzheimer 5 8 4 6 3 8
Huntington 2 5 4 6 2 4
Parkinson 1 1 3 2 3 4
Interaccién 11 9 6 11 5 12
neuroactiva*
Metabolismo Cyt- 3 5 - 1 3 3
P450**
X. p/Cyt-P450*** 1 3 - 1 1 1
Orientaciéon de axon 4 4 3 3 3 4
Sefalizacion Notch 1 2 1 1 1 2
Sefializacién de Ca®* 5 6 6 7 7 14
Sefalizacion de 3 4 2 2 4 1
neurotrofina
Sinapsis 4 6 3 2 2 6
glutamatérgica.

(n) = nimero de genes diferencialmente expresados
* Interaccion neuroactiva ligando-receptor

** Metabolismo de drogas por Cyt-P450

*** Metabolismo de xenobioticos por Cyt-P450
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Los genes sobre-expresados y sub-expresados se muestran en las Figuras 7y 8. En
estas graficas podemos observar que mientras en la mayoria de las rutas hay genes
OE y DE, en aquéllas rutas involucradas en el metabolismo de drogas y xenobidticos
por Cyt-P450 (grupos | y J) sélo se pudieron identificar genes DE en los tejidos de
ndcleo accumbens y corteza prefrontal, tanto en ratas juveniles como en ratas adultas.
En el grupo juvenil el hipocampo fue la region con mayor nimero de genes sobre-
expresados mientras que la presencia de genes sub-expresados fue escasa. En el
caso de las rutas involucradas en el metabolismo de drogas y xenobioticos por Cyt-

P450 no hubo cambio en los niveles de expresion (Figura 7).

JUVENILES ( z-score >2y <-2)

Nucleo accumbens Corteza prefrontal
6 5
A c
5 K o 4
A c E My
4 F 3
n 1 2 N
@ 3 14 ] <] 2
g 2 & 3
& Mo
a 1 H = H 1 J M
< 1 J 5 0
Z 4 = -1
N B E G
K
3 -3 B O
4 -4
) A) Apoptosis
Hipocampo B) Ciclo celular
5 C) Citotoxicidad mediada por NK
- c EF G K M O D_) Depresion a largo plazo
; - E) Alzheimer
wr
v B H L| N F) Huntington
8 G) Parkinson
W . s - -
4 1 mzenez0z  HJ Interaccion neuroactiva ligando-receptor
T oo . oe 1) Metabolismo de drogas Cyt-P450
=] genes s s zoa <
T 1 = J) Metabolismo de xenobidticos Cyt-P450
5 K) Orientacion del axon
L) Via de senalizacion Notch
3 G s 3l .
M) Via de senaiilizacion de calcio
4 N) Via de senalizacion de neurotrofina

Figura 7. Rutas metabdlicas de interés diferencialmente expresadas en el grupo de ratas
juveniles. En azul se muestran los genes OE y en rojo los genes DE
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Por otro lado en el grupo de ratas adultas un mayor niumero de genes se encuentran
sub-expresados en las tres areas de estudio, sobre todo en las rutas involucradas en
el metabolismo de drogas y xenobioticos por Cyt-P450 e interaccion neuroactiva
ligando-receptor. Mientras la ruta de apoptosis presenté mayor nimero de genes DE
en el nucleo accumbens, en comparacion con la corteza prefrontal donde sélo hay un

gen DE y en hipocampo donde no hay genes DE (Figura 8).

ADULTOS (z-score >2 y <-2)
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H I1J mgenesOE H) Interaccion neuroactiva ligando-receptor
mzenespe | Metabolismo de drogas Cyt-P450

J) Metabolismo de xenobidticos Cyt-P450
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L) Via de senalizacion Notch

M) Via de senanlizacion de calcio

N) Via de senalizacion de neurotrofina
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Figura 8. Rutas metabdlicas de interés diferencialmente expresadas en el grupo de ratas
adultas. Los genes OE se muestran en azul y los genes DE se muestran en rojo.

Debido a que un gen puede estar expresado en dos o mas tejidos, los genes que

cambiaron su expresion en mas de una de las areas cerebrales de estudio fueron
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seleccionados. Este nuevo enfoque redujo significativamente el nUmero de genes en
nuestro andlisis. En la Figura 9 se muestran los genes diferencialmente expresados

en las rutas de interés y que coinciden en mas de una de las areas cerebrales de

estudio.
Chma4 F2r3
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Cyp2b21 mol Cox6a2
Atp2b4d Vavl [ Mapk9 pyeop Chrnal0
Cyp2d3 Cdk5 Chmb4 U OS
Slc18a2 Ngf Cd4s Rps6kal Griad AD LT
Cdk4 Fmo4 Map2k5

F2r

Htr2b
Coxba
Slc18al Chrmas
Gabrb2 ll1a I11b Chp
e C. PREFRONTAL chmbl - Ep300yapk1
gr2a Gabra3 ) Gabrab  Tp53 ~ mica
) Cyct  Grim7 Sstrl PrC%apn
Pik3r2 111b PZyZ Cancald Cyp2d3 Ad:szZryg
Calm1 Tnfsf10 — Trpvi Far Egfr Csf Gsta2  Ywhag[.1.6
Sstr1 Adoraza Ltb4r  Lhcgr Sstr2 Mgstl
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Figura 9. Genes diferencialmente expresados en las rutas de interés. Las intersecciones
contienen los genes que cambiaron su expresion en mas de una de las regiones evaluadas
En verde se muestran los genes sub-expresados y en morado los genes sobre-expresados.

En la Tabla 12 se incluyen solo aquellos genes identificados en las intersecciones de
la Figura 9 por grupo y region cerebral. En la columna NP (nlucleo accumbens/corteza
prefrontal) se observa un mayor nimero de genes DE que genes OE. Dos genes de
esta columna; Fmo4 y Cdk5 se encuentran sub-expresados en ambos tejidos, tanto en
el grupo juvenil como en adultos, mientras que para el grupo juveniles/DE no hay un

gen comun que se exprese en los tres tejidos (columna NPH). En las ratas adultas el
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namero de genes OE es menor que el numero de genes DE. En ambos casos se

identificaron genes que coinciden en méas de un tejido. En la columna NPH (nudcleo

accumbens/corteza prefrontal/hipocampo) se encuentran dos genes comunes a las

tres areas cerebrales: Ppp3cb y Dctnl.

Tabla 12. Genes diferencialmente expresados e identificados en mas de una region
cerebral evaluada, para cada grupo experimental.

NP NH PH NPH
Juveniles / sub- Adcy2 Plcdl Gabra3
expresados Cyp2b21
Fmo4
Mapk9
Cdk5
Cd48
Adultos /DE Csf2 Calcrl Htr2b Chrna4
Sstr2 Ap2a2 Sodl
Ppp3rl Pcna
Cdk5
Fmo4
Juveniles/OE Ptk2b Gnai3 Pik3r2 Ppp3cb
Rps6kal Dctnl
Jagl
Limk2
Adultos /OE Apbb1l lgflr Ptk2b Ide
Jagl Ppp3cb
Dctnl

Abreviaciones: nucleo accumbens (N), corteza prefrontal (P), hipocampo (H)

De acuerdo a los valores de z-score, su nivel de expresiéon en mas de un tejido y su

participacion en las rutas de interés, este trabajo propone 7 genes cuyos cabios de

expresion parecen estar altamente correlacionados con la esquizofrenia (Tabla 13).
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Tabla 13. Lista de genes altamente relacionados con esquizofrenia.

Simbolo Nombre Descripcidn Score | Score | Score
A P H
Limk2 Cinasa 2 con Las proteinas con dominios LIM 4710 | 4.834 | 2.659
dominio LIM estan involucradas en diversos
procesos de sefalizacion celular
como; la organizacion del
citoesqueleto, la organogénesis, el
ciclo celular
Ppp3cb | Proteina fosfatasa | Proteina fosfatasa dependiente de | 4.130 | 4.600 | 3.846
3, subunidad calmodulina; desfosforila factores
catalitica, isoforma | nucleares de células T activadas,
beta puede jugar un papel durante la
atrofia del musculo esquelético.
Dctnl Dinactina 1 Componente de los microtibulos 3.378 | 4.717 | 4.042
de dineina activada por ATPasa,
que actla como un motor de
microtubulos.
Jagl Jagged 1 Ligando responsable de la 2.625 | 3.254 | 2.036
activacion del receptor Notchl. La
sefalizacién por medio de notch
esta involucrada en el desarrollo de
la mayoria de los tejidos,
Ide Enzima Enzima involucrada en la 2.292 | 2531 | 2.052
degradadora de | degradacion de péptidos bioactivos
insulina incluyendo insulina, beta-endorfina,
péptido natriurético auricular y
beta-amiloide.
Sodl Superoxido Cataliza la conversién de -2.193 | -3.187 | -3.301
dismutasa 1, superoéxido a peréxido de
soluble hidrogeno y oxigeno molecular,
implicados en la respuesta al
estrés oxidativo.
Chrna4 Receptor Pertenece a la superfamilia de -2.909 | -3.420 | -2.814
colinérgico, canales ionicos activados por
nicotinico alfa-4 ligando que juegan un papel en la
transmision rapida de las sefiales
en las sinapsis

Abreviaciones: Score-A, valor de z-score en nulcleo accumbens, Score-P, valor de z-score en
corteza prefrontal, Score-H, valor de z-score en hipocampo
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V. DISCUSION

5.1 DISCUSION

En este trabajo se evalu6 el trascriptoma de un modelo animal de esquizofrenia
inducido por la lesién neonatal en hipocampo ventral en cuatro condiciones: jévenes
lesionados (LNHV), jévenes falsamente lesionados, adultos lesionados (LNHV),
adultos falsamente lesionados. Se identificaron 7 genes mediante sus valores de z-
score, su nivel de expresion en mas de una de las areas cerebrales evaluadas y su
participacion en las rutas relacionadas a trastornos mentales. Estas caracteristicas
sugieren que dichos genes pudieran tener una potencial relevancia funcional en la

esquizofrenia.

Debido a la gran cantidad de datos derivados de los microarreglos gran parte del
andlisis se limitd a genes con valores de z-score mayor a dos, y a un grupo de rutas
metabolicas relacionadas con trastornos mentales. Dos de las rutas metabdlicas mas
afectadas fueron, la via de sefalizacion de calcio e interaccién neuroactiva ligando-
receptor, por lo que, éstas vias podrian ser afectadas directamente por la lesién en el
modelo animal de esquizofrenia. Por otro lado, en el grupo de ratas jovenes se
registro un mayor nimero de genes sobre-expresados, mientras que en las ratas
adultas hubo un mayor numero de genes sub-expresados, esto sugiere que
posiblemente la lesidon provocd apoptosis neuronal que no logra regenerarse y que

esta suprimiendo la expresion de muchos genes.

De los 7 genes candidatos, 5 de ellos se han asociado previamente con esquizofrenia,
mientras que los dos genes restantes no han sido relacionados directamente con la
enfermedad, de aqui la importancia de realizar estudios futuros en enfermedades
complejas y en especial en la esquizofrenia, donde no han demostrado genes
responsables. Con respecto a los genes previamente asociados con esquizofrenia,
podemos sugerir que el modelo de la lesion neonatal en hipocampo ventral es un

buen candidato como modelo animal para el estudio genomico de la enfermedad.
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A continuacion se hace una breve descripcidon de estos genes candidatos y su posible

participacion en la esquizofrenia.

La proteina codificada por el gen superoxido dismutasa 1 (Sodl) es una proteina
mitocondrial responsable de la destruccion de los radicales libres superoxido en el
cuerpo. Actua como homodimero para convertir los radicales superdxido en oxigeno
molecular y peroxido de hidrégeno. Las mutaciones en este gen se han propuesto
como causas de la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), una enfermedad neuroldgica
progresiva caracterizada por la degeneracion gradual y muerte de las neuronas
motoras (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6647).

En algunos pacientes con esquizofrenia se han encontrado anormalidades de
membrana causadas por estrés oxidativo [11]. En nuestros resultados este gen se
encuentra sub-expresado en adultos, por lo que una disminucién de la enzima
superéxido dismutasa puede aumentar la vulnerabilidad al dafio neuronal por
radicales libres, causando el estrés oxidativo que se presenta en los pacientes con

esquizofrenia.

El gen Chrna4 codifica al receptor colinérgico nicotinico alfa 4, que se activa por el
neurotransmisor acetilcolina y su agonista especifico es la nicotina [32]. Pertenece a la
superfamilia de canales iénicos activados por ligando que juegan un papel importante
en la transmision rapida de las sefiales nerviosas en las sinapsis.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1137).

Se ha sugerido que la disfuncién colinérgica nicotinica puede contribuir al deterioro
cognitivo en la esquizofrenia, mediando la liberacion de dopamina. Por otro lado, los
déficits neurocognitivos de la esquizofrenia pueden ser remediados temporalmente
por la nicotina, por lo que se ha considerado a los genes de dos subtipos de
receptores nicotinicos como candidatos asociados con esta enfermedad, el CHRNA4
y el CHRNB2. Estos dos subtipos de receptores nicotinicos han sido evaluados en

poblacion japonesa, aunque, no se encontrd una asociacion significativa de estos
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genes en la esquizofrenia. En poblacion canadiense se sugiere que la combinacion de

estos dos receptores puede tener relacion con la enfermedad [33,34].

Otro de los genes es Limk2. Hasta la fecha se han descrito aproximadamente 40
proteinas eucariotas con dominios LIM, que se caracterizan por su alta conservacion
estructural abundante en cisteinas y por poseer dos estructuras tipo dedos de zinc. A
pesar de que los dedos de zinc suelen funcionar mediante la union a DNA o RNA, el
motivo LIM probablemente media interacciones proteina-proteina
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3985). Se ha visto que las proteinas con dominios
LIM estan involucradas en diversos procesos de sefializacion celular como; la
organizacién del citoesqueleto, la organogénesis, el ciclo celular, la guia de los axones
y que las mutaciones en los genes que codifican estos dominios contribuyen al

desarrollo de diversas enfermedades [36].

No hay estudios previos que relacionen este gen con esquizofrenia. Sin embargo, se
ha reportado que dos isoformas de esta proteina: LIMK2a y LIMK2b, participan en la
regulacién de actina en el citoesqueleto durante la diferenciacion neuronal [46]. Por
otro lado, se cree que LIMK2 es fosforilada y activada por las cinasas ROCK,
activadas a su vez por las GTPasas Rho. De esta manera LIMK2 fosforila a la cofilina,
proteina que evita la polimerizacibn de actina y favorece la despolimerizacidon
necesarias para la motilidad celular [47]. EI cambio en la expresion de Limk2 podria
estar modificando la dinamica del citoesqueleto por fallas en la regulacion de actina, lo
que podria tener implicaciones en la migracion neuronal durante el desarrollo

temprano de las ratas del modelo.

El gen jagged 1 codifica la proteina JAG1, homologa humana de la proteina jagged
de Drosophlia. En humanos esta proteina es el ligando de Notch 1, un receptor
transmembranal. Los miembros de la familia Notch son responsables de una variedad
de procesos que tienen que ver con el desarrollo y el destino celular, pero ha sido
mayormente estudiada en la produccion de células nerviosas en Drosophila.

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/182). Especificamente, Notch 1, se activa antes de
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nacer e induce la diferenciacién glia-radial [22], pero después del nacimiento
promueve la diferenciacion de células progenitoras a células de sostén de tipo
astroglia [22,23].

Kerns y colaboradores [35] analizaron varios genes asociados a ciclo celular,
replicacion de DNA y sefializacion notch (entre ellos JAG1) relacionados con un déficit
de oligodendrocitos en el limbo posterior de la capsula interna, en pacientes con
esquizofrenia. La expresion de JAG1 fue significativamente mayor y exhibié una
correlacion positiva con los mediadores canonicos de la via Notch (esta via tiene
influencia sobre los precursores de los oligodendrocitos en proliferacion y ciclo celular)
[35]. En nuestros resultados, este gen también se encuentra sobre-expresado, pero
s6lo en las ratas jovenes por lo que la via Notch se activa posiblemente para
promover la neurogénesis en respuesta al dafio causado por la lesibn neonatal,

reactivandose de esta manera el desarrollo neuronal de los animales.

El gen que codifica la enzima degradadora de insulina (IDE) se encuentra en el
cromosoma 10g23-g25, un locus del gen relacionado con la esquizofrenia. Este gen
codifica una metalopeptidasa de zinc que degrada la insulina intracelular por lo que
inhibe su actividad. Participa también en la sefializacidén intercelular para degradar
diversos péptidos como el glucagén, el beta-amilode, IGF-1 e IGF-Il y beta endorfina
[37]. Las deficiencias en la funcién de esta proteina se asocian con la enfermedad de
Alzheimer y la diabetes mellitus tipo 2, pero las mutaciones en este gen no han
demostrado ser causantes de estas enfermedades. Mediante splicing alternativo se
pueden generar varias isoformas de esta proteina

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/3416).

Berstenin y colaboradores [38] estudiaron la expresion de la proteina IDE en cerebros
postmortem de pacientes con esquizofrenia tratados con haloperidol. Encontraron una
reduccion significativa en su expresién en comparacion con los controles, por lo que
sugieren que el haloperidol podria ejercer algun efecto a través de cambios en los
niveles de expresion de sus sustratos, IGF-I y I, insulina y beta-endorfina [38]. En
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nuestro modelo el gen se encuentra sobre-expresado, esta diferencia podria deberse
al tratamiento con haloperidol. Ademas, el estudio anterior se realizO en pacientes
postmortem y en este trabajo se utiliz6 un modelo animal. Lo cierto es que el cambio
en la expresion este gen, puede estar alterando las cascadas de sefalizacion de

insulina observadas en la esquizofrenia.

El gen de dinactina (Dctnl) codifica la subunidad mayor de dinactina (p150), un
complejo macromolecular que consta de 10 polipéptidos. El transporte relacionado
con la dineina requiere la presencia del complejo de dinactina y la uniéon a
microtubulos. El complejo macromolecular de dinactina esté involucrado en una gran
variedad de funciones celulares, incluido el transporte de RE-a-Golgi, el movimiento
centripeto de los lisosomas y los endosomas, la formacion del huso, el movimiento de

los cromosomas y la axonogénesis (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/1639).

Se ha reportado la participacibn de esta proteina en enfermedades
neurodegenerativas como: la enfermedad de Huntingnton y (EH) y la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA). La EH es una enfermedad hereditaria causada por la expansion de
una repeticién de poliglutaminas en la proteina huntingtina (Htt). La HAP1 es una
proteina que se asocia a la Htt e interactia ademas, con la subunidad pl150 de
dinactina formando un complejo macromolecular que se une a microtubulos [43]. Se
ha visto que la interrupcién de esta funcién podria contribuir a la disfuncién y muerte
neuronal observada en la EH [44]. Por otro lado, en la ELA varios estudios apuntan a
que las deficiencias en el transporte axonal mediado por el complejo
dineina/dinactina-1 en las neuronas motoras pueden jugar un papel importante en la

degeneracion de dichas neuronas [45].

Mas recientemente, se ha mostrado que la expresion del gen de la dinactina aumenta
en sujetos que sufren episodios de delirios y alucinaciones, por lo que se ha propuesto
como un biomarcador de sintomas psicoticos [41]. En nuestro modelo el gen de la
dinactina se encuentra sobre-expresado, por lo que podria estar interfiriendo con el

transporte vesicular sobre los microtubulos, sobre todo en el transporte axonal
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retrogrado mediado por dineina, ocasionando una secrecion y endocitosis anormal de

las neuronas, lo que podria conducir a apoptosis.

Finalmente, el gen proteina fosfatasa 3, subunidad catalitica, isoforma beta
(Ppp3ch) codifica una fosfatasa dependiente de calmodulina (CALM). La calcineurina
(CN) PPP3CB, también llamada proteina fosfatasa 2B, es un heterodimero
dependiente de Ca®* y calmodulina, la funcién catalitica esta dada por la subunidad A
(CNA) y la funcion reguladora de union a calcio esta daba por la subunidad B (CNB).
Un experimento con ratas genéticamente modificadas incapaces de producir
calcineurina mostraron sintomas similares a los humanos con esquizofrenia: deterioro
en la memoria de trabajo, déficit de atencién, conducta social anémala y otras
anormalidades severas caracteristicas de esta enfermedad [39]. En nuestros
resultados este gen se encuentra sobre-expresado, sin embargo, la calmodulina se
encuentra sub-expresada por lo que la CN no puede ser activada ya que depende de
calmodulina, ésto de algun modo es similar a lo que ocurre en los animales knockout

para CN.

La calcineurina también es responsable de la activaciéon de la transcripcion de la
interleucina-2 (IL-2), una proteina responsable de la estimulacion del crecimiento y
diferenciacion de los linfocitos T. En un modelo animal, se ha encontrd6 que el
haloperidol aumenta la induccién de IL-2, por lo que este trabajo plantea la posibilidad
de que los farmacos antipsicoticos pueden ejercer sus efectos, al menos en parte,
mediante la modulacién de la sefializacion de la calcineurina [39]. Por otra parte un
estudio del genoma en familias taiwanesas con esquizofrenia sugirio la vinculacion del
locus 10g22.3 con la enfermedad. Entre los genes propuestos como candidatos para
esquizofrenia en esta region se encuentran; ANXA7, DNAJC9, ZMYND17 y PPP3CB,
esta asociacion es relevante especialmente en pacientes con esquizofrenia que

presentaron déficit de atencién [40].
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5.2 ViA DE SENALIZACION DE CALCIO Y GENES MODULADOS POR LA LNHV.

A continuacion se muestra la via de sefializacion de calcio que fue una de las mas
afectadas por la lesion, con algunos de los genes alterados, incluido Ppp3cb que
codifica la subunidad catalitica CNA. También se explica mas a detalle la posible
interaccion de estos genes alterados en el desarrollo de la esquizofrenia (Figura 10).
Los genes marcados en color rosa, presentaron cambios en la expresion aunque el

gen Ppp3chb fue el mas significativo, por lo que se marca en color rojo.

Sefalizacion de calcio
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Figura 10. Via de sefializacién de calcio. Posible interaccion de genes afectados por la lesion.
En verde se muestran los genes que NO modificaron su expresion. En rosa se marcan los
genes que S| modificaron su expresion. El simbolo (+) indica que ese gen se esta sobre-
expresando. El simbolo (-) indica que ese gen se esta sub-expresando. Esquema modificado
de http://mww.genome.jp/keggbin/show_pathway?13328-9304216599/rno-04020.args.
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La entrada de Ca*" exterior a la célula, es impulsada por la activacién de diversos
canales de calcio. Los canales dependientes de voltaje (VOCs) se encuentran en las
células excitables y generan el flujo rapido de Ca** al interior de las células, impulsado
por la presencia de un gradiente electroquimico. Por ejemplo, la elevacion de la
concentraciéon de Ca®" en una neurona presinaptica permite que las vesiculas que
contienen los neurotransmisores se fusionen con la membrana plasmatica. La fusion
de las vesiculas sinapticas hace que su contenido sea liberado en la hendidura
sinaptica mediante un proceso llamado exocitosis. Un canal de este tipo es codificado
por el gen Cacnald (Figura 10). Luego de la exocitosis, los neurotransmisores
difunden en toda la hendidura sinaptica y se unen a receptores especificos sobre la
membrana de la neurona postsinaptica activando otro tipo de canales, los canales

activados por receptor (ROC) como el NMDA que responde al glutamato.

Otra fuente de calcio son las reservas internas que se encuentran principalmente en el
reticulo endoplasmético liso (REL). Varios segundos mensajero o moduladores
controlan la liberacion de este ion mediante una casaca de de sefializacion. En este
caso el receptor de membrana transmite la informacion a través de la membrana
plasmatica hacia el interior de la célula, por medio de una proteina transductora, la
proteina G. Estas proteinas G (Gs y Gq) activadas por la union de guanosin trifosfato
(GTP) provocan la activacion de una enzima amplificadora.

Existen dos rutas principales de transmisiéon por medio de segundos mensajeros. La
primera via utiliza como segundo mensajero al adenosin monofosfato ciclico (AMPc).
El AMPc es generado por la enzima amplificadora adenilato ciclasa (ADC) que
convierte el ATP en AMPc. Este AMPc puede unirse a un sitio regulador de una
proteincinasa especifica denominada proteincinasa A (PKA). La proteincinasa inicia
una cascada de fosforilaciones que determinan las respuestas celulares especificas
de cada tipo celular. La segunda via utiliza la enzima amplificadora fosfolipasa C
(PLC) que genera el inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG) a partir del
fosfolipido de membrana el fosfatidil inositol difosfasto (PIP2). El IP3; provoca la

liberacién del Ca?* del REL hacia el citosol activando los receptores IP3R (Figura 10).
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Cualquiera de las vias mencionadas anteriormente provoca un aumento en la
concentracion de Ca®" citoplasmatico y los genes que controlan el aumento de este
ion intracelularmente estan alterados en nuestro modelo. Por un lado, uno de los
VOCs se esta sobre-expresando permitiendo la constante entrada de calcio. Por otro
lado, aunque la via del AMPc no contribuye de de manera importante al aumento de
Ca?" intracelular puesto dos genes involucrados se estan sub-expresando (Gs y
ADCY), la via del IP3 si contribuye al aumento de este ion en el citosol, ademas las
reservas de Ca®* del REL no pueden ser renovadas puesto que la bomba de calcio
SERCA que permite la entrada de este ion nuevamente al REL esta sub-expresada,
por lo que el Ca* que sale del REL no puede regenerarse. Esto aumenta
considerablemente la concentraciéon de Ca?* intracelular incrementando también la
actividad de las proteinas dependientes de calcio como la proteincinasa C (PKC) o a

la proteina tirosincinasa 2 (FAK2) que actian sobre varias vias de sefalizacion.

El calcio puede también unirse a CALM, provocando un cambio conformacional en
esta proteina y activandola, de esta manera el complejo calcio-calmodulina se une a
otras proteinas como CAMK y CN para activarlas y desencadenar otras vias de
sefalizacion. La calcineurina por ejemplo, esta implicada en las vias de sefalizacién
de los receptores NMDA y dopamina. En nuestro caso, aunque existe un exceso de
Ca®* y un exceso de la forma activa de la CN (Ppp3ch), la calmodulina se esta
regulando a la baja, por lo que su union a CN y la consecuente activacion de esta
ltima podria también estar disminuida. Ocasionando la disminucién en la proliferacion
neuronal, en el aprendizaje y la memoria y en la potenciacién a largo plazo, como los

gue se han observado en pacientes con esquizofrenia.
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VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSIONES

A partir de los cambios en el transcriptoma de tres areas cerebrales, inducidos
por la lesibn neonatal en hipocampo ventral en un modelo animal de
esquizofrenia, se identificaron 7 genes candidatos que podrian estar
relacionados con la etologia de la esquizofrenia. Dos de ellos, Sod1 y Chrna4
estan sub-expresados. Los 5 restantes: Ppp3cb, Dctnl, Ide, Limk2 y Jagl, se

encontraron sobre-expresados.

La comparacién entre las ratas del grupo juvenil de 45 dias y las ratas adultas
de 90 dias, permitié evaluar los cambios en el perfil de expresion de genes, que
pueden ser relevantes en la aparicién los primeros sintomas psicoticos de la

enfermedad, que se presentan posterior a la pubertad.

Cuatro de los genes propuestos como candidatos, podrian ser de utilidad como
marcadores genéticos. Los genes Ppp3cb y Dctnl que se sobre-expresaron
tanto en jovenes como en adultos, serian de gran utilidad como marcadores
moleculares predictivos en etapas tempranas durante el desarrollo de la
esquizofrenia, sobre todo en familias con antecedentes de enfermedades
psiquiatricas. Los genes Sodl y Chrnad4 que se encuentran sub-expresados
s6lo en adultos. En combinacion con los dos anteriores pudieran funcionar
como marcadores genéticos en el diagndstico, para cuando comienzan a

manifestarse los primeros sintomas de la esquizofrenia.

De acuerdo con la correlacibn positiva entre los genes previamente
relacionados con esquizofrenia y los obtenidos en este trabajo mediante
microarreglos podemos concluir que el modelo de lesion neonatal en
hipocampo ventral es un buen candidato para el estudio genémico de la

enfermedad.
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e Dada la alta relacion de los genes aqui propuestos con la esquizofrenia, es
necesario investigar mas a fondo la posible implicacion en el desarrollo de este

trastorno.

6.2 PERSPECTIVAS
* Validar los resultados de la expresion (mMRNA) de estos genes, mediante la

técnica de PCR en tiempo real.

* Analizar la expresién de las proteinas de los genes candidatos propuestos.
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