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l. INTRODUCCION

1.1 Psicosis y esquizofrenia

La psicosis es un trastorno mental, caracterizado por una pérdida de contacto con
la realidad. El paciente psicético no puede pensar, percibir o juzgar con claridad,
también sufre un gran deterioro de la personalidad y en sus relaciones afectivas
(Freud, 1924a; Freud, 1924b). Los sintomas que se manifiestan principalmente son
los delirios y las alucinaciones. En los delirios las personas tienen creencias de
situaciones falsas que sostienen firmemente y que consideran ciertas, tales como
sentirse enganado, perseguido o maltratado. Mientras que en las alucinaciones el
individuo escucha, ve o siente cosas ficticias y que las vive como si fueran reales
(Andreasen, 1995).

Las causas que desencadenan los trastornos psicéticos son de diversa
naturaleza, pueden deberse a una lesidén cerebral, tumores, infecciones en el
cerebro, una enfermedad autoinmune o ser de origen social. Las psicosis se pueden
clasificar en varios tipos atendiendo a los sintomas que presenta el paciente y al
origen del problema, una de las psicosis mas conocidas es la esquizofrenia (Tizon,
2013).

1.2 La esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico cronico que afecta
aproximadamente al 1% de la poblacién. Estd caracterizada por un mal
funcionamiento de los procesos mentales y por alteraciones del comportamiento
(Msghina & Liberg, 2009). Sus sintomas se agrupan en tres categorias: positivos
(como alucinaciones auditivas y visuales, delirios), negativos (falta de motivacion,
aislamiento social, apatia, anhedonia, abulia, empobrecimiento y disminucién del
pensamiento y lenguaje) y cognitivos (problemas de atencién y aprendizaje en la
realizacion de funciones ejecutivas y de memoria a corto plazo) (Andreasen, 1995).



Los pacientes pueden presentar combinaciones de sintomas muy heterogéneos,

por lo que el diagndstico y el tratamiento son complicados

El inicio de la enfermedad se manifiesta durante la adolescencia o al principio de
la edad adulta (16-25 afos). Los hombres muestran una mayor incidencia de
sintomas psicoticos y las mujeres un inicio mas tardio (40-60 afos) (Andreasen,
2000).

Actualmente no existe ningun tratamiento capaz de curar la enfermedad, tan sélo
consigue aliviar la sintomatologia con una eficiencia relativa. Aunque histéricamente
los medicamentos mas utilizados son los antipsicoticos clasicos encargados de
tratar y prevenir las alucinaciones y delirios; recientemente se demostré que los
sintomas cognitivos y negativos son los mas incapacitantes, por lo que se ha
desarrollado el uso de antipsicéticos atipicos (Lewis & Liberman, 2000; Van Os et
al., 2010).

La esquizofrenia es un trastorno del neurodesarrollo multifactorial influenciado
por factores genéticos y ambientales (Lewis & Liberman, 2000). Al dia de hoy existe
una gran cantidad de genes candidatos como causantes de esta enfermedad; sin
embargo, sigue sin localizarse uno en especifico que haya mostrado su relacion
directa (Van Os et al., 2010).

Dado que la herencia no puede explicar por si sola este padecimiento, se ha
observado una posible implicacién de factores ambientales perjudiciales durante el
periodo prenatal y/o perinatal como la exposicion a infecciones, desnutricidn,
problemas autoinmunes o complicaciones en el nacimiento que provocan
alteraciones sutiles durante el desarrollo embrionario y aumentan la susceptibilidad

a desarrollar esquizofrenia (Andreasen, 1995; Andreasen, 2000).

Con base a lo anterior se ha propuesto que los factores genéticos y/o problemas
durante el desarrollo embrionario (ya que durante ésta etapa estructuras
importantes del cerebro acaban su maduracién, como en el caso del cuerpo calloso
o la corteza prefrontal (CPF) las cuales alcanzan su nivel maximo de mielinizacion;

por lo que fallos en estos procesos podrian provocar vulnerabilidad y la falta de



capacidad de adaptacion) inducen un deterioro de la plasticidad neuronal, por lo que
periodos de grandes cambios, como es el caso de la transicion de adolescencia a
la vida adulta, podria dejar en evidencia esa falta de recuperacién funcional del
cerebro para adaptarse a nuevas condiciones y desencadenar los primeros

sintomas de la enfermedad (Lewis & Liberman, 2000; Khaitovich et al., 2008).

El estudio de la esquizofrenia requiere un acercamiento multidisciplinario que se
centra en 3 enfoques principales: analisis de neuroimagen y post-mortem e
investigaciéon en modelos animales. Los cuales sugieren que la esquizofrenia esta
relacionada con al menos tres mecanismos fisiopatologicos: la desregulacion
dopaminérgica, la alteracion de la neurotransmision glutamatérgica y la presencia

de un estado proinflamatorio en el cerebro.

Tanto en estudios de neuroimagen como en post-mortem se ha demostrado que
los pacientes presentan una disminucion en el volumen intracraneal, en la materia
blanca (por reduccion de oligodendrocitos), en las areas frontales y temporales; y
también un aumento en el tamano del sistema ventricular, acompafiado por
reducciones en el volumen de la materia gris en diferentes regiones como la corteza
frontal, corteza medial, amigdala, hipocampo y talamo (Gogtay et al., 2008; Canuet
etal., 2010). Esta reduccion en el volumen de la materia gris se debe principalmente
a una reduccion en el neurodpilo (red compleja y ordenada de prolongaciones
dendriticas, axdnicas y gliales) mas que a una disminucion en el numero de
neuronas (Khaitovich et al., 2008). También, se ha reportado una disminucion en el
flujo sanguineo de la corteza frontal, del talamo y del cerebelo; asi como una
disminucion de la densidad de los transportadores de serotonina (5-HT) en la

corteza prefrontal y un aumento en sus receptores 5-HT (Khaitovich et al., 2008).

1.3 Hipotesis de la esquizofrenia

Profundizar en el conocimiento de la neurobiologia de la esquizofrenia es un
elemento clave para perfeccionar la capacidad de diagnostico e identificar

estrategias terapeuticas y con ello, mejorar el prondstico de los pacientes. Gran



parte de la investigacion actual se centra en las fases iniciales de la enfermedad
con el objetivo de encontrar biomarcadores que nos permitan identificar a aquellos
sujetos en riesgo que se pudieran beneficiar de intervenciones tempranas que
previniesen o mitigasen futuras complicaciones. A continuacion se mencionan las

teorias con mas peso en la concepcién actual de esta patologia.

1.3.1 Hipotesis de transmision dopaminérgica

La hipdtesis dopaminérgica de la esquizofrenia se origina de la observacion de que
un aumento en la liberacion de dopamina (DA), producido por el consumo de
cocaina y anfetaminas, induce sintomas psicéticos en sujetos sanos (Angrist &
Gershon, 1970; Breier et al., 1997; Abi-Dargham et al., 1998; Laruelle, 1998;
Morland, 2002). En estudios con animales, la administraciéon de anfetamina y
psicoestimulantes provocan alteraciones de comportamiento tales como
hiperlocomocion y estereotipias (Kokkinidis & Anisman, 1980; Sharp et al., 1987).
La administracion de estimulantes dopaminérgicos induce comportamientos
repetidos (estereotipados), como locomocion, olfato y masticacion, que pueden
estar relacionados con los sintomas positivos de la psicosis, asi como con la
inhibiciéon prepulso (IPP), un marcador de deterioro de la entrada sensorial que
también se ha visto alterado en pacientes esquizofrénicos (Segal & Mandell, 1974).
También se ha observado en modelos animales que el comportamiento
estereotipado inducido por anfetaminas pueden ser atenuado por el tratamiento con
antipsicoticos mediante el bloqueo de los receptores dopaminérgicos D2
(Pijnenburg, 1975).

Ademas, pacientes con esquizofrenia presentan hiperdopaminergia en la regién
mesolimbica (la cual puede puede mantenerse mediante mecanismos pre o post-
sinapticos y el aumento de los niveles de levodopa descarboxilasa (L-DOPA))
relacionada con la presencia de los sintomas positivos de la enfermedad (Seeman,
1987; Carlsson, 1995; Laruelle et al., 2003) y una hipodopaminergia en la corteza
prefrontal asociada con los sintomas negativos (Dworkin & Opler, 1992) y el dafio
cognitivo (Howes & Kapur, 2009).



1.3.2 Hipotesis glutamatérgica

La senalizacion de glutamato juega un papel importante en la plasticidad sinaptica
y el procesamiento cortical cerebral. Estudios genéticos han implicado
anormalidades en este sistema como posibles causas de la patogénesis en la
esquizofrenia (Schwartz et al., 2012 ). Aunado a ello un estudio de tomografia de
emision de fotdn unico, informd una reduccion en la union del receptor N-metil-D-
aspartato (rNMDA) en pacientes no medicados (Pilowsky et al., 2006). Del mismo
modo se ha visto en estudios post-mortem, que el ARN mensajero (ARNm) de la
subunidad NR1 de los rNMDA se encuentran reducidos (Law & Deakin, 2001).
También se ha sugerido que la excitotoxicidad del glutamato produce la disminucion
de la materia gris, la cual ha sido observada en esta patologia (Hertzmann et
al.,1990; Olney & Farber, 1995; Okugawa et al., 2007).

De igual manera se ha informado que diversos antagonistas de los rNMDA como
la ketamina, fenciclidina (PCP) y dizocilpina (MK-801) mimetizan numerosos
sintomas de la esquizofrenia en individuos adultos sanos y recrudecen los sintomas
en individuos con este trastorno tanto en lo que se refiere a los sintomas positivos,
como a los negativos y cognitivos (Javitt & Zukin, 1991; Krystal et al., 1994; Lahti et
al., 1995a; 1995b; Rung et al., 2005; Zou et al., 2008)

El uso de ketamina en pacientes exacerba los sintomas positivos y negativos
preexistentes y se relaciona con el deterioro cognitivo, especificamente mediante la
induccion de un mayor déficit en la memoria (Lahti et al., 1995a; Lahti et al., 1995b;
Malhotra et al., 1997; Morgan et al., 2004; Krystal et al., 2005; Deakin et al., 2008;
Stone et al., 2012).

Se ha observado que la potenciacién a largo plazo se ve interrumpida por
antagonistas de rNMDA (Maren, 1999; Grunwald et al., 1999). Del mismo modo,
una disminucién de la liberacion de glutamato ha sido reportado en las corteza
frontal y temporal de los pacientes con esquizofrenia (Sherman et al., 1991).

Como en el caso de los agonistas del receptor DA, la administracion de la PCP
puede interrumpir la IPP y la habituacién de sobresalto en ratas (Geyer et al., 1984;
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Swerdlow & Geyer, 1998;). Ademas, la PCP y medicamentos parecidos disminuyen
la memoria, la cual se ha visto alterada en el rendimiento de la rata en el laberinto
acuatico de Morris, la tarea de 2 niveles de alternancia y la tarea de discriminacion
de brillo (Snell & Johnson, 1986) asi como modificaciones en las interacciones
sociales (Steinpreis et al., 1994; Sams-Dodd, 1995a). Por otra parte, la PCP produce
efectos similares a las anfetaminas en los roedores, incluyendo un aumento de la
actividad locomotora, movimientos estereotipados y ataxia (Snell & Johnson, 1986;

Javitt & Zukin, 1991), los cuales son atenuados por antipsicéticos.

La administracion sistémica de MK-801 en roedores, genera alteraciones
conductuales como aumento de la actividad locomotora horizontal, incremento de
estereotipias (movimientos repetitivos de balanceo de cabeza y de la parte superior
del torso) y ataxia (un efecto caracterizado por la vacilacion de los cuartos traseros,
postura corporal plana y pérdida de equilibrio) (Clineschmidt et al., 1982; Lehmann-
Masten & Geyer 1991; Bubser et al., 1992; Léscher & Honack, 1992).

Cabe mencionar que esta hipétesis ni anula ni estd en contraposicion con la
hiperfuncion dopaminérgica. De hecho se sabe experimentalmente que una
hipofuncién en la actividad de rNMDA podria ser responsable de una situacion
hiperdopaminérgica, ya que el flujo de DA aumenta tras el tratamiento con agentes
antagonistas de rNMDA (Lin et al., 2012).

1.4 Modelos animales

El desarrollo de modelos animales fiables y predictivos de trastornos psiquiatricos
complejos, como la esquizofrenia, es esencial para aumentar la comprension de las
bases neurobioldgicas con el objetivo de elaborar nuevos farmacos con una mejor
eficacia terapéutica (Lipska & Weinberg, 2000). Gran parte de los modelos de
roedores tienen modificaciones del comportamiento que se asemejan a los
sintomas "positivos” de la esquizofrenia como la hiperactividad, lo que refleja

probablemente una funcién alterada en la transmisién dopaminérgica mesolimbica;



sin embargo pocos son los que muestran alteraciones sociales, de aprendizaje y de

memoria (sintomas negativos y cognitivos) (Young et al., 2010).

El tratamiento de los sintomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia es una
necesidad clinica insatisfecha vital que podria tener un impacto importante en la
recuperacion del paciente y su reintegracion en la sociedad. Sin embargo un
problema desconcertante en la mayoria de los modelos, es la forma de evaluar los
trastornos psiquiatricos (pensamientos, aprendizaje verbal y memoria), ya que son
unicamente rasgos humanos. Por lo tanto, el desarrollo de modelos mas completos
que repliquen de forma mas adecuada estos sintomas ayudaran a comprender sus

factores causales (Young et al., 2010).

Los modelos animales que se utilizan en la investigacion de la esquizofrenia se

clasifican en 4 categorias.

1) Modelos de desarrollo neurolégico: La hipotesis del neurodesarrollo de la
esquizofrenia postula que un evento temprano como complicaciones obstétricas,
deterioro de la neurogénesis e infecciones virales interrumpen la maduracion normal
del cerebro y producen sintomas clinicos en la pubertad o en la adultez joven
(Rapoport et al., 2005). Insultos experimentales en el periodo fetal o neonatal
generan cambios en la conducta, neuroquimicos y morfoldgicos que se asemejan a
algunos, pero no todos, los aspectos clinicos de la esquizofrenia (Boksa, 2004).
Algunas anomalias observadas en el comportamiento consisten en la alteracion de
la IPP, el aumento de la sensibilidad a los efectos locomotores estimulantes de los
agonistas dopaminérgicos, el aislamiento social y el déficit cognitivo (Levin &
Christopher, 2006). Dentro de los modelos del neurodesarrollo se subvdividen en 2

subcategorias (lesidén y activacién inmune prenatal).

a)Modelos de lesidn: Se han desarrollado varios modelos de lesion neonatal para
probar la teoria del neurodesarrollo, los cuales tratan de reflejar la presencia de
dilatacion ventricular y cambios del hipocampo observados en el primer episodio de
pacientes con esquizofrenia (Lipska & Weinberg, 2000; Lipska, 2004). La lesion
neonatal del hipocampo ventral con acido iboténico, una excitotoxina, provoca

alteraciones de comportamiento en la pubertad, compromete la integridad
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arquitectonica del desarrollo de CPF y genera un aumento en la sensibilidad a los
agonistas de dopamina, como apomorfina y antagonistas de rNMDA, tales como
MK-801 o PCP, asi como déficits en IPP y recompensa (Lipska et al., 2003; Lipska,
2004).

b) Modelos de activacion inmune prenatal: Estudios epidemiolégicos confirmaron
que el virus de la influenza, el citomegalovirus, el virus del herpes simple 1, y el
virus de la rubéola son agentes de predisposicion para la esquizofrenia (Yolken et
al., 2000; Munk & Ewald, 2001). También se reportd una asociacién entre las
infecciones del Sistema Nervioso Central (SNC) en la infancia y el desarrollo de ésta
patologia en la edad adulta (Rantakallio et al., 1997; Suvisaari et al., 2003). Estudios
en animales han indicado que la exposicion temprana a infecciones virales puede
producir a alteraciones relevantes para este trastorno (Shi et al.,, 2003).
Investigaciones realizadas por Zuckerman y sus colegas demostraron que las ratas
prefadas inyectadas en el dia gestacional 15-17 con acido poliinosinico-policitidilico
(un inmunoestimulante, utilizado para simular infecciones virales) dan a luz a crias
que, aunque aparentemente se muestran normales en el nacimiento y hasta la
adolescencia, desarrollan varias anomalias en el comportamiento al entrar a la
adultez (Zuckerman et al., 2003). Estos animales presentan déficit de IPP, una
sensibilidad incrementada a los efectos estimulantes locomotores de la anfetamina
y MK-801, y un déficit cognitivo especifico caracterizado por la inhibicion latente
interrumpida (Zuckerman & Weiner, 2005). Ademdas, muchos de estos
comportamientos se revierten por el tratamiento con farmacos antipsicéticos, tales
como haloperidol o clozapina, lo que es consitente con reportes clinicos de
pacientes con esquizofrenia (Zuckerman et al., 2003; Zuckerman & Weiner, 2005).
La evidencia recolectada sugiere que procesos de infecciosos durante el periodo
prenatal promueve la alteraciéon de los niveles de citocinas pro-inflamatorias y
neurotrofinas en el desarrollo del SNC aumentando el riesgo de desarrollar este
trastorno, mediante la interrupcion de la supervivencia neuronal y la conectividad
(Nawa et al., 2000; Sugai et al., 2004).



2) Modelos farmacologicos: Los datos acumulados durante afios de practica
clinica en el tratamiento de la esquizofrenia, junto con experimentos mas recientes,
llevaron al convencimiento de que la hipotesis de la hiperfuncion dopaminérgica
(mesolimbica) constituia sélo una parte de la etiologia de la enfermedad. Los
primeros modelos animales se desarrollaron mediante la manipulacion
farmacoldgica para tratar de imitar esta caracteristica, como es el caso de la
administracién de anfetamina y cacaina que inducen cambios de tipo psicético, pero
no replican la demas sintomatologia (Carlsson, 1988). Por el contrario, se descubrio
que la administracion de antagonistas de rINMDA como PCP, MK-801 o la ketamina,
mimetiza sintomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia, o que apoya a la idea
de que la disfuncion del sistema glutamatérgico es un cambio fisiopatolégico que se
encuentra presente en esta enfermedad (Olney & Farber, 1995; Tsai & Coyle, 2002).
La administracion aguda con PCP causa hiperlocomocidn, aislamiento social, y un
deterioro tanto en PPl y la cognicion, asi como déficits en el I6bulo frontal y temporal.
Estos datos, primariamente observados en animales, han sido repetidamente
comprobados en grupos de humanos clinicamente controlados o en individuos
consumidores de PCP como droga de abuso, los cuales presentan sintomatologia
indistinguibles de individuos esquizofrénicos (Olney & Farber, 1995; Tsai & Coyle,
2002).

3) Modelos genéticos: Como se mencion6é anteriormente, se sabe que la
esquizofrenia es un trastorno multifactorial y multigénico, relacionado con
alteraciones génicas en los sistemas de neurotransmision. Se ha propuesto que con
la manipulaciéon de estos genes (ya sea por delecién o silenciamiento) se pueden
obtener modelos animales que simulan esta patolgia (Mackay, 2001; Glazier et al.,
2002). Dentro de los genes candidatos mas citados se pueden mencionar los

siguientes: proteina Nogo-A, DISC 1, NRG1 y reelin.

Por ejemplo, se utilizaron ratones «knockout» deficientes de la proteina Nogo-A
expresada en oligodendrocitos (proteina relacionada con esquizofrenia por su
actividad en la mielinizaciéon y en el remodelamiento neuronal). La deficiencia de

esta proteina provoco un fenotipo conductual alterado, ya que los animales no



respondian correctamente en la prueba de IPP, presentaban déficits de memoria y
tenian una interaccion social disminuida. Ademas, se observaron cambios en la
expresion del receptor D2, semejantes a las que se observan en pacientes con esta
enfermedad (Willi et al., 2010).

Otros estudios han intentado vincular las proteinas y genes candidatos a
anomalias de comportamiento y patologia relevantes para este trastorno. Los
estudios sobre el gen de susceptibilidad alterado en la esquizofrenia (DISC1)
indican su implicacion en la migracion neuronal y el desarrollo cortical.
Especificamente, la sobreexpresion de una mutante de DISC1 humano en el dia
embrionario 14,5 dio lugar a la migracion neuronal retardada que se estudio en el
dia postnatal 2 y una reduccién significativa en las neuronas piramidales orientadas
verticalmente en el dia postnatal 14 (Ozeki et al., 2003; Kamiya et al., 2005). Aunque
estos estudios se limitaron al ambito neuroanatémico en lugar de correlaciones de
comportamiento, los resultados sugieren que la neuropatologia cortical en la

esquizofrenia podria estar vinculado a la DISC1 mutante.

Pappas en el 2003 utilizd6 ratones mutantes para el gen reelin (glicoproteina
llamada relina implicada en el posicionamiento y migracion de neuronas de
hipocampo y corteza durante el neurodesarrollo, la cual es secretada por neuronas
GABAérgicas), en reportes clinicos se ha visto que ésta mutacién provoca un
decremento de aproximadamente el 50% en la expresion del RNAm de la proteina
en corteza e hipocampo, ademas de una baja expresion de la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD67) (que también esta disminuida en personas con este
trastorno y es utilizada como marcador neuronal). En estos animales se observo un
incremento significativo en la locomocioén y un deterioro cognitivo (Pappas et al.,
2003).

También se ha investigado al gen de la neuregulina 1 (NRG1, en el cromosoma
8), la cual regula la expresion de subunidades del rINMDA (Stefansson et al., 2002;
Petryshen et al., 2005). Ratones mutantes heterocigotos para esta proteina

muestran una mala adaptacion al medio, alteraciones en la IPP e hiperlocomocion,
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sugiriendo que afectaciones en estos receptores estan relacionados con este

trastorno (Stefansson et al., 2002).

El uso de modelos animales para estudiar la esquizofrenia es muy reciente y aun
estamos lejos de contar con el modelo ideal. Sin embargo, los modelos con los que
se cuenta nos permiten evaluar algunos de los sintomas y caracteristicas en la
enfermedad, condicion que nos permitira estudiar la etiologia, los elementos
moleculares y gendmicos que podrian estar alterados en los pacientes y buscar

nuevas terapias o mejorar las ya existentes.

1.5 Receptores NMDA (rNMDA)

Los rNMDA son proteinas de membrana muy complejas tanto desde el punto de
vista estructural como funcional. Los rNMDA son estructuras oligoméricas que
forman un canal catiénico operado por ligando, el cual permite la permeacién de
Na*, K* y Ca?". Los rNMDA presentan una serie de propiedades que los hacen
unicos entre los canales ionicos dependientes de ligando, como son su bloqueo por
Mg?* dependiente de voltaje y su alta permeabilidad a Ca?* (Mori & Mishina, 1995;
Dingledine et al., 1999). La complejidad funcional de los rNMDA, se manifiesta por
el gran numero de sitios de reconocimiento y union a ligandos que poseen
(Westergren et al., 1994).

Ademas del sitio de union a glutamato, estos receptores contienen un sitio de
unién a substratos enddégenos como glicina y D-serina, aunque ninguno de los dos
tiene la capacidad de abrir el canal en ausencia de glutamato. El sitio de unién a
glicina regula, en presencia del co-agonista principal, el tiempo de apertura del canal
asi como la velocidad de desensibilizacion del mismo. A pesar de que la glicina es
necesaria, junto con el glutamato, para la activacion de los rNMDA, durante mucho
tiempo ha existido una polémica importante sobre el papel fisiolégico de la misma
en la sinapsis glutamatérgica. Esto se debe al hecho de que la afinidad del sitio de
glicina es tan alta que podria estar saturando ténicamente a las concentraciones de

glicina habituales en la hendidura sinaptica (10 uM) (Westergren et al., 1994). Sin
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embargo, calculos teodricos basados en las propiedades electrofisiolégicas de los
transportadores de glicina (GLYT1) indican que estas proteinas pueden reducir la
concentracion de glicina local de los rNMDA hasta una concentracion de 1 yM o
menos, es decir, hasta niveles no saturantes (Bergeron et al., 1998). Esta posibilidad
se ha visto reforzada por estudios funcionales recientes que muestran que el
compuesto  N-(3-4 -fluorofenil)-3-(4 "-fenilfenoxi) propil-sarcosina (NFPS), un
inhibidor especifico de GLYT1, el cual potencia las respuestas mediadas por INMDA
tanto in vitro como in vivo (Berger et al., 1998; Chen et al., 2003). A esta funcion de
«aclaramiento» de los niveles de glicina también pueden contribuir, otros
transportadores de aminoacidos neutros (TAN) capaces de retirar glicina del

espacio extracelular.

Los rNMDA contienen, ademas del sitio de union a dglicina, otros sitios
reguladores que reconocen poliaminas, protones, Zn?* y glutation (entre otros
agentes redox). El significado fisioldgico, la interaccion y coordinacion de todos
estos sitios reguladores no se conocen con detalle hasta el momento, pero da una
idea de la complejidad de funcionamiento de estas proteinas, asi como de su
intervencidn en multiples procesos. Otro aspecto muy interesante de estos
receptores es que se bloquean por iones Mg?* en un proceso dependiente de
voltaje. Esta singularidad hace que puedan funcionar como un interruptor de
«apagado» o «encendido» por simples cambios en el potencial de membrana. El
Mg?* se une a un sitio especifico que se encuentra en el interior del poro idnico y
cercano fisicamente al sitio de unién de los antagonistas (bloqueantes) del canal
(ketamina, fenilciclidina, dizocilpina). Los RNMDA son los unicos receptores que son
sensibles a voltaje y a ligando, lo que les situa en una «posicidén privilegiaday,
integrando sefales multiples para actuar en procesos de potenciacion a largo plazo
(Mori & Mishina, 1995; Dingledine et al.,1999).

1.5.1 Subunidades de los RNMDA

Los rNMDA estan compuesto por varias subunidades (generalmente cuatro) de las

cuales al menos una es del tipo NR1 y una o varias subunidades reguladoras del tipo
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NR2A-NR2D, lo que proporciona una gran diversidad de formas moleculares diferentes.
Para que el receptor sea funcional, al menos debe estar formado por una subunidad del
tipo NR1 y una del tipo NR2 ( la figura 1 muestra la estequiometria del rNMDA). Las
subunidades del tipo NR1 son sintetizadas en exceso por las células nerviosas y son
retenidas en el reticulo endoplasmatico hasta que puedan ser ensambladas con
unidades del tipo NR2. La isoforma NR2D constituye una forma de aparicién temprana
durante los primeros estadios del desarrollo la cual va disminuyendo con la edad hasta
alcanzar valores minimos en el adulto. Las formas NR2A y NR2B son las predominantes
en el cerebro mientras que la NR2C se encuentra principalmente en cerebelo. La
diferente composicion en subunidades proporciona caracteristicas propias a cada forma
del receptor, lo que se traduce en localizaciones regionales diferentes y en propiedades
funcionales diferentes: tiempo de apertura del canal, variacién en las propiedades de

permeacion, etc (Cull-Candy et al., 2001).

@ Mg2+ () memantina @ sitiodeglicina O sitio de zinc
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Figura 1. Estequiometria del receptor NMDA. Comprendida por cuatro subunidades.
Dos subunidades de NR1 son necesarias para la funcionalidad del receptor. Las
otras dos son combinaciones entre los subtipos NR2 y NR3. El sitio de unién para
L-glutamato esta en NR2, mientras que NR1 posee el sitio para union a glicina
(Tomada de Parsons, 2001).
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1.6 Via de la Kinurenina (VK)

El triptofano (TRP) es un aminoacido esencial, su catabolismo es controlada con
precision por un numero de vias metabdlicas. Dentro del SNC, la via de la kinurenina
(VK) (Figura 2) es responsable del 95% de la degradacion de TRP (Colabroy &
Begley, 2005).

Existen 3 hemo-enzimas diferentes, en los mamiferos, que catalizan el paso
limitante de L-triptéfano para producir N-formilkinurenina (NFK): triptéfano 2,3-
dioxigenasa (TDO), indoleamina 2,3- dioxigenasa 1y 2 (IDO-1, IDO-2). El IFN-y,
representa el inductor mas potente de la IDO-1 (genera cambio en la expresién y la
actividad). La TDO se expresa principalmente en el higado y en menor cantidad en
otros tejidos, incluyendo el cerebro (Schwarcz y Pellicciari, 2002). Esta enzima esta
inducida por la disponibilidad de triptéfano de la dieta, asi como tirosina, histidina y
glucocorticoides (Hilmas et al., 2001). La enzima formamidasa formilkinurenina
(FKF) convierte rapidamente NFK a Kinurenina (KYN).

En el cerebro como en la periferia, el acido kinurénico (KYNA) se sintetiza como
un metabolito de un brazo lateral corto de KP y se produce por la transaminacién
irreversible de la L- KYN, una conversion que catalizada por distintas kinureninas
aminotransferasas (KAT | y Il). Estas enzimas en el cerebro se localizan
preferentemente en las células astrogliales (Guidetti et al., 2007 ; Han et al., 2009).
La sintesis de KYNA en astrocitos es impulsada por la disponibilidad de sustrato (L-
KYN) y cosustrato (2-oxoacidos) (Hodgkins & Schwarcz, 1998). Recién formado
KYNA se libera rapidamente en el medio extracelular, donde tiene acceso a
receptores nicotinicos de acetilcolina (ra7nACh) y rNMDA. Posteriormente, KYNA
no se degrada enzimaticamente o es removido por la recaptacién, pero se elimina
lentamente del cerebro por un transportador de acido inespecifico. (Schwarcz &
Pellicciari, 2002).

El metabolismo VK también conduce a la produccién de NAD®*, y varios
metabolitos que son sintetizados por el brazo largo de la VK, la 3-hidroxykinurenina
(3-HK), el acido antranilico (3-HAA), acido picolinico (PIC) y el acido quinolinico
(QUIN) (Colabroy & Begley, 2005).
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Figura 2. Via de la Kinurenina. La VK es responsable del 95% de la degradacion de

triptéfano, conduce a la produccion de NAD®, y varios metabolitos, incluyendo la
kinurenina (KYN), el acido kinurénico (KYNA) “brazo lateral corto”, la 3-
hidroxykinurenina (3-HK), el &cido antranilico (3-HAA), acido picolinico (PIC) y el
acido quinolinico (QUIN) “brazo largo” (Tomada de Schwarcz et al., 2012).

15



1.7 Actividad bioldgica del KYNA

La esquizofrenia representa el escenario opuesto al que presentan algunos
trastornos neurodegenerativos para los niveles del KYNA: mientras que se ha
demostrado disminuye en areas discretas del cerebro de diferentes trastornos
neuronales, en el caso de esta enfermedad, los niveles de este metabolito en las
areas corticales se incrementan drasticamente durante las primeras edades, lo que
sugiere una falta de transmision glutamatérgica como posible componente causal

de esta patologia (Muller & Schwarz, 2006).

Asi mismo, es probable que las infecciones prenatales estén implicadas, dado
que los astrocitos se activan en la esquizofrenia y los astrocitos activados se
caracterizan por una mayor actividad de TDO, es factible que este proceso sea
responsable de niveles incrementados del KYNA, ya que la VK se activa en areas

cerebrales criticas como el hipocampo y I6bulos temporales (Schwarcz et al., 2001).

El KYNA es un metabolito endogeno del TRP sintetizado y liberado por los
astrocitos en el cerebro. En concentraciones milimolares, bloquea los receptores a-
amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propionato  (AMPA) y kainato, pero en
concentraciones micromolares, bloquea el sitio de de unién a glicina del rNMDA, y
puede actuar como modulador de la funcién colinérgica a través del bloqueo no
competitivo de ra7nACh (Hilmas et al., 2001). La concentracion de KYNA que se
encuentra en roedores o el cerebro humano y el LCR o liquido extracelular es
inferior a la necesaria para afectar tanto el sitio de union de la glicina en el INMDA
(concentracion inhibitoria media maxima [IC 50 ] = 8-15uM o la a7nAChR (Clso =
7uM) (Hilmas et al., 2001). La neurotransmisién mediada por rNMDA y a7nAChR
son cruciales para muchos tipos de funciones cognitivas, asi como para la memoria,
aprendizaje y plasticidad sinaptica (Hilmas et al., 2001; Wu et al., 2006) y ambos
receptores han estado implicados en la fisiopatologia de la esquizofrenia (Gollapudi
et al., 1997; Ballerini et al., 2002).

Recientemente se ha observado que el KYNA esta elevado en CPF y en el LCR
de individuos esquizofrénicos (Erhardt et al., 2001a; Schwarcz et al., 2001; Nilsson
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et al., 2005). Esta observaciéon ha llevado a la hipétesis de que el aumento de los
niveles de KYNA en la esquizofrenia puede contribuir a los trastornos cognitivos
(incluyen déficit en la memoria de trabajo verbal y espacial) mediados por
alteraciones en la transmision glutamatérgica y / o colinérgica que caracteriza a esta
poblacién (Keefe et al., 1995; Hilmas et al., 2001; Silver et al., 2003; Shepard et al.,
2003; Erhardt et al., 2004).

Estudios en animales que tienen niveles elevados de KYNA en cerebro, muestan
alteraciones en el aprendizaje contextual y la memoria de trabajo espacial (Chess
& Bucci, 2006; Chess et al., 2007) e IPP (Erhardt et al., 2001b), parametros que se
ven afectados en pacientes con esquizofrenia (Brebion et al., 2007; Waters et al.,
2004). Curiosamente, ratones con una delecion dirigida a KAT Il disminuye los
niveles de KYNA endogeno e incrementa el rendimiento en las pruebas cognitivas
(Potter et al., 2010).

También se han confirmado un papel modulador del KYNA en la transmisién
dopaminérgica, en donde se ha observado que niveles elevados de KYNA
aumentan el disparo de DA del cerebro medio, mientras que los niveles bajos

atenuan la actividad de estas neuronas (Erhardt et al., 2001; Olsson et al., 2010).

Se ha demostrado que el KYNA esta disminuido en areas discretas del cerebro
de diferentes trastornos neuronales, por lo que el incremento de éste metabolito
resulta prometedor para disminuir el componente de excitotoxicidad presente en
eventos de neurodegeneracion. La primer evidencia sobre un papel antiexcitotoxico
del KYNA vino de Lapin que informé de que su administracion sistémica o
intracerebral contrarrestoé las convulsiones inducidas por el QUIN en ratas y ratones
(Lapin, 1976; Lapin, 1980). De igual manera, se observd que el KYNA es un
antagonista a los rINMDA vy redujo el dafo excitotdxico en el cerebro de rata (Perkins
& Stone, 1982; Foster et al., 1984). Poco después, varios grupos establecieron la
naturaleza endégena del KYNA en el SNC de diferentes especies animales, asi
como sus concentraciones extracelulares y del LCR, que oscilaban entre 15y 150
nM. Fatokun y colaboradores mostraron una resistencia de cultivos primarios de

neuronas (de cerebelo de rata) a ser protegidos por el KYNA a partir de la
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excitotoxicidad inducida por el acido 3-nitropropionico (3-NP), lo que indica una
activacion no clasica de los rNMDA por inhibidores mitocondriales que son
independientes del sitio unidn a glicina o que se produce lejos al sitio de accion de
KYNA (Fatokun et al., 2008), permitiendo asi la interpretacion de que este
metabolito podria contribuir a una modulacién inhibitoria glutamatérgica a través de
su liberacion de células gliales (principalmente astrocitos)(Moroni et al., 1988;
Swartz, et al., 1990; Moroni et al., 2012; Turski & Schwarcz, 1988)..

Aunque también se ha descrito propiedades antioxidantes a concentraciones
relativamente altas del KYNA (100-300 uM) y sugieren atributos prometedores
(Lugo-Huitrén et al., 2011), Moroni y sus colegas han alegado que esto no se puede
lograr en condiciones fisiologicas o patoldgicas (Moroni et al., 2012). Sin embargo,
en un estudio se demostro que el KYNA a concentraciones mas bajas (20-80 yM)

reduce la peroxidacion de lipidos inducida por QUIN (Rios & Santamaria, 1991).

Si bien varios informes han intentado abordar un posible papel adicional del
KYNA en los protocolos experimentales bajo diferentes condiciones, es necesario
considerar las acciones del KYNA no sélo de manera aislada, ya que es mas
plausible aceptar una explicacion que implique cambios generales en la VK 'y
modificaciones de algunos metabolitos relacionados. Ademas, los cambios del
KYNA en las condiciones fisioldgicas y patologicas pueden a veces reflejar los
efectos secundarios de las principales rutas, y no precisamente los cambios

primarios.

1.8 Probenecid (PROB) y KYNA

El probenecid (acido 4-(dipropilsulfamoil) benzoico) es un farmaco que fue
desarrollado en la década de los 50’s para prolongar la duracién de la accién
de los antibidticos, mediante un mecanismo que describia originalmente la
inhibicion de la excrecidon biliar de diversos acidos carboxilicos y sulfénicos
(Stone, 1979; Kupferberg et al., 1964; Hart & Schanker, 1966). Desde su

introduccidn, este farmaco ha sido utilizado para inhibir la secrecién tubular de otros
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acidos organicos débiles, tales como acido p-aminohipurico, acido salicilico y acido
urico, asi como antibioticos (cefalosporinas), y antiretrovirales (oseltamavir y
zidovudina). Esta caracteristica permitié utilizar dosis disminuidas de
medicamentos, limitando su toxicidad (especialmente de agentes nefrotdxicos)
(Gutman et al., 2012). Estudios posteriores revelaron que PROB tiene fectos
metabalicos en la gota, mejorando la excrecion renal de urato mediante la inhibicién

de su reabsorcion tubular (Talbott, 1951).

Uno de los usos de PROB es como terapia concomitante para aumentar las
concentraciones plasmaticas de varios farmacos, compitiendo por sistemas que los
transportan activamente de la sangre peritubular hacia el tubulo renal proximal. De
esta manera, su vida media se extiende, lo que conduce a mayores concentraciones
plasmaticas, una mejor penetracion en los tejidos y efectos mas fuertes (llett et al.,
2006) . Anteriormente, se creia que el PROB ejercia su mecanismo de accion soélo
a través de la interferencia con el transportador de aniones organicos (OAT) de los
rinones. Sin embargo, ahora se sabe que el PROB puede tener ventajas

terapéuticas e incluso, su efecto puede alcanzar al SNC (Figura 3).

Los OAT pertenecen a la familia de transportadores expresados en la membrana
basolateral del tubulo proximal renal, que se encargan de mediar la disposicion de
farmacos y de sustancias toxicas (Sweet, 2005). Esta proteina es responsable de
de la absorcidn tubular de aniones organicos, compuestos neutros y cationes
procedentes de la sangre (Kojima et al., 2002; EI-Sheikh et al., 2008). El OAT1 se
expresa en las neuronas corticales y del hipocampo, asi como células ependimales
del plexo coroideo, mientras que OAT3 se expresa en el plexo coroideo y en la
barrera hematoencefalica (BHE) (Nagata et al., 2004; Sykes et al., 2004; Bahn et
al., 2005; Miyajima et al., 2011).

La expresion extrarrenal de estas proteinas en el cerebro, especialmente en el
plexo coroideo y la BHE, indica que los OAT pueden desempefar un papel mas
amplio en los procesos fisiologicos. El plexo coroideo transporta compuestos
enddgenos y xenobioticos del LCR a la sangre para su eventual excrecion en orina
y bilis, limitando asi su exposicion al SNC (Sykes et al., 2004); Por lo tanto, OAT3
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elimina aniones del LCR a través del plexo coroideo (Nagata et al., 2004; Sykes et
al., 2004) y del cerebro por la BHE (Miyajima et al., 2011).

El PROB es un inhibidor clasico de OAT1 y OAT3, se ha demostrado que PROB
regula los niveles de proteina y la expresion de ARNm de OAT3 (Perwitasari et al.,
2013), e inhibe sustratos de OAT1 (Chiba et al.,, 2011). A través de estos
mecanismos, el PROB podria ser responsable de la acumulacién de compuestos
en el cerebro para ejercer potencial sobre efectos protectores, reduciendo los
eventos toxicos y extendiendo las acciones farmacolégicas de medicamentos en

diferentes trastornos neuroldgicos (EI-Sheikh et al., 2008).

No se conocia nada sobre los mecanismos de transporte de los metabolitos del
triptéfano en el cuerpo hasta el 2005, cuando Bahn y colaboradores encontraron
que el KYNA es transportado por los OAT1 y OAT3 (estimulando su captacion), en
el rindn y el cerebro (Bahn et al., 2005).

En 1988 fue la primera vez en la que se utilizé PROB para modular las
concentraciones KYNA. Una hora después de la administracion de PROB (200 mg
/ kg, ip) se observo un aumento de KYNA (en el cerebro de rata) cuatro veces los
valores basales. También PROB incremento el contenido de KYNA en el higado 55

veces y en el riidn 100 veces (Moroni et al., 1988).

Ademas, se ha usado la combinacion de KYN mas PROB para maximizar las
concentraciones del KYNA. En un estudio se observé que la administracién de KYN
(450 mg / kg) mas PROB (200 mg / kg) aumentan 1300 veces las concentraciones
de KYNA 3 horas después de la inyeccion de PROB y 20 min después de la
administracion de KYN (Miller et al., 1992). En otro trabajo, inyecciones
intraperitoneales de KYN (300 mg / Kg) combinada con PROB (200 mg / Kg)
aumenté los niveles corticales del KYNA alrededor de 400 veces en hombres y 100
veces en las mujeres, lo que sugiere una influencia de las hormonas femeninas

sobre las enzimas de la VK (Chauvel et al., 2012).

La investigacion farmacoldgica esta explorando y probando modificaciones de la

VK con la finalidad de aumentar la tasa de sintesis del KYNA endégeno (debido a
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que por sus propiedades antiexcitotéxicas y antioxidantes, sugerian atributos
prometedores para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas), que tiene
una capacidad limitada para pasar al SNC desde la periferia; Sin embargo, su
precursor inmediato, la KYN pasa rapidamente a través de la barrera
hematoencefalica a un ritmo significativo mediante el sistema transportador de
aminoacidos neutros y posteriormente se transamina a KYNA (Fukui et al., 1991;
Gal & Sherman, 1978). Estudios han demostrado un aumento de los niveles
plasmaticos y extracelulares del KYNA en el estriado después de la administracion
periférica de pequenas dosis de TRP o de KYN (Moroni et al., 1988; Miller et al.,
1992).

Neurona

Metabolitos enddgenos
y xenobidticos

Astrocito m

Figura 3. Diagrama que representa los objetivos farmacoldgicos de PROB en el
SNC. El PROB inhibe directamente a los OAT 1y 3, provocando asi el aumento de
metabolitos endégenos y xenobidticos, y prolongando su actividad. Ademas, la
inhibicién ejercida por PROB en OATs es responsable de la acumulacion del KYNA
(el cual puede ser incrementado después de la administracion periférica de TRP o

de KYN), que a su vez genera el bloqueo de los receptores a.7nACh y NMDA.
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Estos resultados muestran claramente que tanto la administracion de TRP y KYN
asi como el uso de ambos farmacos (KYN+PROB) tiene un efecto sinérgico que
incrementa notablemente las concentraciones del KYNA, lo que podria tener futuras
aplicaciones para la neuroproteccién. Con base a lo anterior se ha comprobado
efectos protectores de PROB+L-KYN en un modelo hemiparkinsoniano ya que
atenuo eventos de gliosis reactiva y neurodegeneracion, lo que sugiere que un
aumento en los niveles del KYNA puede ser util para mitigar la toxicidad

dopaminérgica (Silva et al., 2011).

En un estudio experimental se evalué la combinacién de la administracion
sistémica de PROB y L-KYN en el comportamiento (actividad locomotora y memoria
espacial) asi como alteraciones morfolégicas inducidas por una infusiéon
intrahipocampal de beta-amiloide, en donde se observo que los niveles elevados
del KYNA puede ayudar a contrarrestar los eventos neurodegenerativos y patrones
excitotoxicos, ya que hubo una mejora significativa de la memoria espacial,
reduccion del dafo celular y una disminucion de gliosis reactiva en la zona CA1 del

hipocampo (Carrillo-Mora et al., 2010).

En un modelo isquémico inducido por la oclusion de cuatro vasos sanguineos en
el cerebro de una rata adulta, el pretratamiento con KYN (300 mg/ kg) y PROB (200
mg/kg) administrado durante 5 dias consecutivos, generd una disminucion en el
numero de neuronas dafiadas en CA1, en donde se asumié que el KYNA acumulado
después de esta combinacidn podria ser responsable de la inhibicidn de la liberacion
de glutamato, lo que reduce la excitotoxicidad (Sas et al., 2008). También en 2008,
Robotka y colaboradores demostraron que la misma combinacion fue capaz de
reducir el numero de neuronas dafiadas en un modelo de isquemia global en la
corteza cerebral (Robotka et al., 2008).

Por otro lado, la esquizofrenia representa el escenario opuesto al que presentan
algunos trastornos neurodegenerativos para los niveles del KYNA: mientras que se
ha demostrado disminuye en areas discretas del cerebro de diferentes trastornos
neuronales, en el caso de esta enfermedad, los niveles de este metabolito en las

areas corticales se incrementan drasticamente durante las primeras edades, lo que
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sugiere una falta de transmision glutamatérgica como posible componente causal
de esta patologia (Muller & Schwarz, 2006). Aunado a ello, existe evidencia de que
el KYNA actua como un antagonista endogeno de los rNMDA (Hilmas et al., 2001),
los cuales estan implicados criticamente en la funcion cognitiva (Gould & Higgins,
2003) y el retraimiento social (Sams-Dodd, 1997). Con base a lo anterior, un estudio
realizado en el 2011 por Trecartin y David J. Bucci donde la administracion de KYN
(100 mg/kg) comenzando el dia 27 postnatal y continuando hasta el dia 53, mostré

una disminucién en la conducta social en ratas adultas (Trecartin & Bucci, 2011).

De igual manera se ha visto que pacientes con esquizofrenia tienen niveles
cerebrales inferiores a los normales de kinurenina 3-monooxigenasa (KMO) (enzima
que juega un papel crucial en el metabolismo de KYNA en el cerebro, de modo que
a menor presencia de la enzima mayores son los niveles de este metabolito), lo que
podria estar relacionado con unos con niveles bajos de glutamato. Lo que es
concordante con un estudio en el que se emplearon ratones genéticamente
modificados para presentar un déficit de KMO, de acuerdo con los resultados, y
comparados frente a animales sin déficit de la enzima, los ratones con niveles mas
bajos de KMO mostraron alteraciones en la memoria contextual y tuvieron una
menor capacidad de relacionarse con sus congéneres. En consecuencia, y dado
que las actitudes observadas en los animales son similares a los rasgos de
comportamiento en los seres humanos con esquizofrenia, los resultados sugieren
que KMO y KYNA pueden desempeniiar un papel clave en la enfermedad (Erhardt
et al., 2016).

En conjunto, estos estudios enfatizan el potencial terapéutico de la modulacion
del rNMDA a través del aumento del KYNA, que puede ejercer efectos
neuroprotectores para el caso de enfermedades neurodegenerativas (donde niveles
de este metabolito se encuetran disminuidos), sin embargo en trastornos como la
esquizofrenia este incremento produce una modulacién negativa (hipofucion de
rNMDA) contribuyendo de este modo a los déficits cognitivos presentados en dicha

patologia.
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Il. JUSTIFICACION

Debido a que la esquizofrenia es un trastorno que afecta al 1% de la poblacién
mundial y su estudio a través de el uso de modelos animales no es suficiente para
comprender la relacion existente entre el aumento de KYNA con esta patologia, ya
que a pesar de que en los ultimos afos, en varios laboratorios han sido exploradas
las manipulaciones de la VK en edades prenatales o adolescentes y se ha analizado
sus efectos sobre el comportamiento en animales adultos, poca investigacion se ha
centrado en el aumento de la concentracion de KYNA en periodos de tiempo
postnatales prolongados y los efectos a largo plazo en el comportamiento social, asi
como las relaciones de neurotransmisores y sus metabolitos implicados. Por otro
lado las aplicaciones del PROB solamente han sido utilizadas como terapia
concomitanate para la enfermedad de gota, pero no se ha usado para modelos
animales de esquizofrenia; sin embargo existen reportes donde se ha visto que el
PROB inhibe a los OATs aumentando los niveles plasmaticos de KYNA, lo que
coincide con estudios clinicos de pacientes esquizofrénicos (Schwarcz et al., 2001).
El presente trabajo puso a prueba la hipotesis de que el aumento de la
concentracion de KYNA mediante la administracion interrumpida de PROB y de
KYN en ratas neonatas, contribuye al déficit en el comportamiento social en la
adolescencia y causa alteraciones bioquimicas y funcionales. Lo anterior fue
propuesto con base a que, el KYNA es sintetizado y liberado por los astrocitos y
actua como un antagonista endégeno de los rNMDA y ra7nACh (Hilmas et al.,
2001), los cuales estan implicados criticamente en la funcién cognitiva (Gould &

Higgins, 2003) y el retraimiento social (Sams-Dodd, 1997).
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. HIPOTESIS

Dado que el PROB bloquea los OAT generando la acumulacién del KYNA y que la
administracion de KYN incrementa la concentacion de KYNA, la administracion
sistémica de PROB y KYN en la edad neonatal en ratas aumentara los niveles de
KYNA, y contribuira asi al déficit conductual social en la adolescencia, asi como a
alteraciones bioquimicas en la sintesis de neurotransmisores, generando entonces

un modelo de psicosis en ratas.

V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar los efectos de la administracion sistémica interrumpida de PROB y KYN en

ratas neonatas sobre marcadores conductuales y perfiles neuroquimicos.

4.2 Objetivos particulares

- Evaluar los efectos de la administracion sistémica de PROB, KYN y KYN+PROB
sobre dos aspectos de la conducta social (35 dias postnatales): como la interaccion

y la preferencia a la novedad social.

-Medir a los 56 dias postnatales estereotipias y conducta motora: movimientos

verticales, horizontales y distancia total recorrida.

-Caracterizar los efectos de estos 3 tratamientos sobre los perfiles neuroquimicos
mediante su cuantificacion por HPLC de los niveles de DA y sus metabolitos

(DOPAC y HVA) y glutamato en tejido cerebral de ratas a los 56 dias de tratamiento.
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V. METODOLOGIA

5.1 Animales en experimentacion

Se utilizaron ratas albinas wistar recién nacidas, las cuales fueron administradas
con vehiculo (Na2COs), PROB, KYN y KYN+PROB. Los animales fueron instalados
en jaulas con sus respectivas camadas. Se mantuvieron en ciclos de 12 horas de
luz-oscuridad (las luces se enciendieron a las 7:00 hrs) con una temperatura

ambiente de 22°C, se proporcion6 comida y agua ad libitum.

5.2 Farmacos utilizados y dosis administradas

Los farmacos utilizados se administraron via intraperitoneal a partir del séptimo dia
de su nacimiento y durante los siguientes dos dias (7-9), posteriormente se dejo
descansar la administracion por 3 dias y nuevamente se volvia a realizar durante
los subsecuentes 3 dias (13-15), este procedimiento se repitié hasta el dia 21 (Este
régimen de inyeccion se utilizdé de acuerdo al protocolo de Akagbosu, 2012, para
minimizar el potencial de adaptaciones metabdlicas tras el tratamiento sistémico
cronico con L-KYN) como se observa en la figura 4. A las ratas tratadas con vehiculo
se les administro Na2COs al 9%, las dosis de PROB (15 mg/kg) y KYN (10 mg/kg),
se seleccionaron de acuerdo a un estudio realizado por Nilsson y sus colaboradores

en el 2006 (donde se observo un incremento de KYNA tras su administracion).
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Figura 4. Diagrama que representa el régimen de administracion de los 4

tratamientos.

5.3 Pruebas sociales

Los comportamientos sociales se refieren a conductas que ocurren cuando dos o
mas individuos de la misma especie interactian. Los roedores son animales
altamente sociales y cuando se colocan en un area en la que el territorio no se ha
establecido, en donde socialmente se involucran entre si, se presentan una serie de
actos de comportamiento que se pueden medir cuantitativamente (Sams-
Dodd,1995 a). La reduccidn significativa en la interaccidén social de los sujetos de
prueba se interpreta a menudo como aislamiento social (Sams-Dodd, 1995 b; Sams-
Dodd, 1996). Una version para medir este parametro es, utilizando una arena
dividida en varias camaras y el tiempo que el roedor (tipicamente ratas) pasa en la
camara con un conespecifico poco familiarizado y las camaras vacias (Moy et al.,
2004). Esta medida de la conducta se ha denominado enfoque social y la

preferencia por la camara vacia esta pensado para reflejar la evitacion social.
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La conducta social fue evaluada con el paradigma de tres camaras de
sociabilidad de Crawley, el aparato se compone de una caja rectangular de tres
camaras (cada una es de 19 x 45 cm), las paredes divisorias son de plexiglas
transparente con una seccidon central abierta, que permite el acceso libre a cada

camara.
Este ensayo consta de 3 etapas: habituacion, sesion | y sesion |l

a) Habituacién (adaptacion): Se aislaron los compartimentos (derecho e
izquierdo) utilizando las paredes divisorias de plexiglas y se colocé al roedor

experimental en el centro de la camara intermedia durante 5 minutos para adaptarlo.

b) Interaccion social (Sesion |): Se coloco una rata control “Extrafio 1”7 (diferente
camada) dentro de una copa de contencion de alambre que se encuentra en una de
las camaras laterales. Posteriormente se retiraron las paredes entre los
compartimentos, para permitir el acceso libre para que la rata explore cada una de
las tres camaras. Para cuantificar las tendencias sociales, las tareas principales
fueron medir la duracion y numero de contactos directos (activos) entre la rata
experimental y el “extrafio 1” (Camara social) asi como para la copa de contencion
vacia (Camara no social). Se contdé como contacto activo al contacto directo entre
el rata experimental y la copa de contencion, o al estiramiento del cuerpo en un area
de 3 - 5 cm alrededor de la copa. Esta primer sesion tuvo una duracién de 10

minutos.

c) Novedad social (Sesién Il): Se colocd una segunda rata control ("Extrafio 2")
dentro de una copa de contencién en la camara lateral opuesta (que estaba vacia
durante la sesién 1). De igual forma se monitorearon los parametros descritos
anteriormente, diferenciando los comportamientos de la rata experimental en
presencia del “Extrano 1” en comparacion con el “Extrafio 2”. La duracion de la

segunda sesioén fue de 10 minutos.

El principio fundamental de esta prueba se basa en la libre eleccién del animal a
pasar tiempo en cualquier de los tres compartimentos de la caja, durante dos

sesiones experimentales, incluyendo el contacto indirecto con una rata (Sesién |
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“interaccion social”) o dos ratas ( Sesion Il “novedad social”), con las que no esta
familiarizado (diferente camada), como se muestra en la figura 5. Para cuantificar
las tendencias sociales de la rata experimental, las tareas principales fueron medir
el tiempo que pasa con un individuo de la misma especie y la preferencia por un
nuevo sujeto (extrafio 2) contra uno ya familiarizado (extrafo 1). Por lo tanto, el
disefio experimental permite evaluar dos aspectos criticos pero distinguibles de
comportamiento social, como la interaccion social, y la preferencia a la novedad
social. Las pruebas de comportamiento se realizaron de las 10 am-2 pm, después
de cada ensayo se limpiaron las camaras con etanol al 70%, las observaciones se
realizaron a 2 metros de distancia del aparato de acuerdo a lo establecido en el
protocolo (Crawley, 2004; Moy et al., 2004). Esta prueba se realizé a los 35 dias
postnatales, ya que es la edad que corresponde a la adolescencia en las ratas,
etapa donde se ha observado (en humanos) se empiezan manifestar los primeros

sintomas de este trastorno.

Figura 5. Esquema que representa las sesiones | y I, para evaluar la conducta social
con el dispositivo de Crawley.
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5.4 Actividad locomotora y estereotipias

Las pruebas locomotoras se realizaron a los 56 dias (la etapa de adultez
correspondiente en las ratas, periodo en que se acentuan los sintomas clinicos de
esta patologia) en todos los grupos, entre cada ensayo se limpi6 el aparto con etanol
al 70%. El programa utilizado para registrar las actividades fue Versamax (VersaMax
System from AccuScan Instruments, Inc. Columbus, Ohio, USA) este sistema utiliza
sensores en ejes horizontales XY que el hardware detecta para que el software
pueda determiné la ubicacion del roedor dentro de la jaula, ademas tiene
herramientas para almacenar y reproducir datos de actividad, los datos fueron
procesados con Versadat. Se evaluaron durante 15 minutos parametros tales como
actividad locomotora vertical, horizontal, distancia total recorrida y esterotipias

presentadas .

5.5 Obtencion de muestras para HPLC

Una vez finalizadas las pruebas locomotoras (figura 5.1) los animales fueron
sacrificados por decapitacion, posteriormente se extrajeron el estriado, el
hipocampo y la corteza cerebral. Para el analisis de dopamina, el tejido se
homogeniz6 con 300 ml de buffer de acido perclérico 0.4 N, y se centrifugd a 8000
rom durante 15 minutos, el sobrenadante se utilizd para cuantificar proteinas
mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Se procesaron las muestras de
todos los grupos por HPLC, para ello se utilizé un cromatografo liquido Perkin Elmer
LC-250 con detector electroquimico Metrohm como describe Garcia vy
colaboradores en 2008, los picos se integraron poco con una estacién de datos
Perkin-Elmer Signa, y las curvas de calibracion para DA, acido 34
dihodroxifenilacético (DOPAC) yacido homovanilico (HVA) se construyeron
mediante la inyeccion de 20 ul de concentraciones de patrones preparados en
solucién metabisulfito perclorico (en el bucle del cromatégrafo). Se utilizé una
columna Alltech C18 (100 x 4,8 mm) con 3 um de tamafio de particula. La fase mévil
consistio en una solucion acuosa de buffer de fosfato (0,1 M, pH 3,1) que contenia
0.9 mm de octil-sulfato sodico, 0.1 Mm EDTA y 15% (v / v) de metanol. Las
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concentraciones de las muestras de DA, DOPAC y HVA se obtuvieron por

interpolacién en su respectiva curva patrén (Garcia et al., 2008).

Para el caso de la cuantificacion de aminoacidos se administro via intravenosa
B-mercaptopropionico a una dosis (1.2 mM/Kg) dos minutos antes de ser
sacrificados los animales para evitar falsos positivos, ya que éste inhibe a la
glutamato descarboxilasa (GAD), la cual es una enzima limitante que cataliza la
formacion de GABA a partir de acido glutamico. Una vez extraidos los cerebros se
homogenizaron en 3 ml de una mezcla de metanol y agua al 80%, posteriormente
se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min, el sobrenadante se utilizé para
cuantificar proteinas mediante el método de Lowry. Posteriormente, las muestras se
derivatizaron con o-ftalaldehido/Mercaptoetanol (OPA) y se inyectaron en una
columna de Adsorbosfera HS (100 x 4.6 mm, tamafno de particula de 5 mm, Alltech)
con una bomba cuaternaria (serie 1100, AgilentTechnologies). La fase movil
consistié en un acetato (AcO, 50 mmol/L, pH 5.9) con tetrahidrofurano y metanol
absoluto. ElI programa de disolventes consistia en una elucion isocratica (0-5
minutos) y un gradiente lineal (5-27 minutos) de: tetrahidrofurano 1,0%, 0-27
minutos; AcO 89%, 0-5 minutos, y 89% -77%, 5 - 27 minutos; metanol absoluto al
10%, 0 - 5 minutos y 10% -22%, 5-27 minutos. Las sefales se registraron a 232 nm
y longitudes de onda de emision de 455 nm, se analizaron con el software
ChemStation 10.02 (Agilent Technologies) (Barges-Coll et al., 2013)
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Figura 5.1. Diagrama que representa el régimen de administracion de los 4
tratamientos y la cronologia en que se llevaron a cabo pruebas conductuales,

locomotoras y perfiles neuroquimicos.

5.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa estadistico GraphPad Prims
6. Para determinar las diferencias entre grupos, primero se realizé un analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba de comparacién multiple de
Dunnet. Se consideré como diferencia significativa a una p< 0.05; los datos se

graficaron con el error estandar para observar la distribucién muestral.
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VI. RESULTADOS

6.1 Los tratamientos KYN y KYN + PROB disminuyeron la interaccion social y

la preferencia por la novedad social en ratas

La actividad conductual se evalué con el paradigma de tres camaras Crawley en
ratas jovenes (35 dias). Los resultados se muestran en la Figura 7. Durante la sesién
1, en la que se valora la interaccién social directa entre dos roedores (Figura 6.1 a),
los animales control expresaron una interaccion social normal (36 s en camaras
vacias frente a 60 s con el extrafo 1). La administracion de KYN disminuyo
significativamente esta interaccion (294% por encima del control en camara vacia
(p <0.05) y 52% por encima del control con el extraio 1). El tratamiento de KYN +
PROB también disminuyeron la interaccion social de manera significativa (305% por
encima del control en camara vacia (p <0.05) y 2% por debajo del control con el
extrafio 1). Durante la sesion 2, en la que se evaluo la preferencia por la novedad
social (Figura 6.1b), s6lo los animales tratados con KYN mostraron una reduccién
significativa en la preferencia temporal por el extrafio 2 (84% por debajo del control
(p <0.05)), lo que denota una reduccion de la novedad social. KYN + PROB mostré
una tendencia a disminuir la novedad social, aunque este efecto no alcanzé
diferencias significativas (53% por debajo del control). PROB por si solo no alter6 el
tiempo de interaccién social vs ratas control, aunque mostré una tendencia a
disminuir la interaccion social y la novedad social en las sesiones 1y 2 (229% por

encima y 56% por debajo del control, respectivamente).
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Figura 6.1. El tratamiento intermitente en ratas posnatales (PND 7-21) con KYN (10
mg/kg) y KYN + PROB (10mg/kg +15 mg/kg) produjé cambios en el comportamiento
social. a) En la sesién 1 KYN y KYN + PROB disminuyeron el interés de las ratas
jévenes para interactuar. En b) Sélo KYN produjo un déficit en la preferencia por
novedad social en la sesion 2. Cada barra representa el promedio de n = 5 ratas por
grupo. 'p <0.05, difieren significativamente del control (1er sesion respecto a barra
blanca y en la 2da sesion con barra negra). Se analiz6 mediante ANOVA de dos
vias, seguido la prueba de Dunnett.

6.2 Los tratamientos de KYN y KYN+PROB aumentaron la actividad

locomotora en ratas

Los resultados obtenidos sobre la actividad motora de ratas adultas denota para los
tratamientos KYN y KYN+PROB un aumento del 79% (p <0.05) y un 82% (p <0.05)
por encima del control en la actividad vertical. El PROB por si solo también aumenté
este parametro (26% por encima del control), pero no alcanzé diferencias
significativas (figura 6.2). La actividad locomotora horizontal y distancial total
recorrida no mostraron cambios significativos para los tratamientos con KYN y/o
PROB.
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Figura 6.2. La administracion intermitente en ratas posnatales (PND 7-21) con KYN
(10mg/kg) y KYN + PROB (10mg/kg +15mg/kg) aumentaron el numero de
movimientos verticales en ratas adultas (56 dias). Cada barra representa el
promedio de n = 5 ratas por grupo. ‘p <0.05, difieren significativamente del control;
Se analiz6 mediante ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunnett.

6.3 Los tratamientos de KYN y KYN+PROB incrementaron estereotipias en
ratas

La Figura 6.3 representa los efectos de KYN y / o PROB sobre los recuentos de
estereotipas de ratas adultas. KYN y PROB + KYN aumentaron las estereotipias un
47% (p <0.05) y un 52% (p <0.05) por encima del control, respectivamente. El PROB
por si solo también aumentd este parametro (3% por encima del control), pero no
alcanzo diferencias significativas.
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Figura 6.3. El tratamiento intermitente en ratas posnatales (PND 7-21) con KYN
(10mg/kg) y KYN+ PROB (10mg/kg +15 mg/kg) produjoé cambios en las estereotipias
de ratas adultas. Cada barra representa el promedio de n = 5 ratas por grupo. p
<0.05, difieren significativamente del control. Se analizé mediante ANOVA de una
via, seguido de la prueba de Dunnett.
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6.4 Los tratamientos KYN, PROB y KYN + PROB aumentaron los niveles de DA
en el estriado y la corteza prefrontal

Los resultados obtenidos por analisis de HPLC que caracterizan el perfil
neuroquimico de DA, HVA y DOPAC se muestran en la Figura 6.4. Los niveles
basales de estas moléculas tanto en el cuerpo estriado como en la corteza fueron
los siguientes: 2.9y 1.5 ug/ ng de DA (EE de 0.9 y 0.3 respectivamente); 11.4 y 5.1
Mg /ng de HVA (EE 4.6 y 1 respectivamente); y 18,0 y 4,9 ug / ng de DOPAC (EE
4.8 y 0.9), respectivamente. El analisis cromatografico revelé también un aumento
de los niveles totales de DA en el estriado y la corteza de los animales que recibieron
PROB (914 y 2074% p<0.05), KYN (520 y 2394% por encima del control,
respectivamente, p <0.05), y KYN + PROB (1202 y 1667 % por encima del control,
respectivamente, p <0.05). En cuanto a la relacion HVA / DA, sélo el tratamiento
con KYN + PROB aumenté este parametro en el estriado (141% por encima del

control, p <0.05), mientras que el tratamiento con KYN aumentd la relacién en la
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corteza (874%, por encima del control, p <0.05). Para la region hipocampal no se

denotaron cambios en los tratamientos para ninguno de los dos parametros.
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Figura 6.4. Efectos de la administracion neonatal (PND 7-21) de KYN y / o PROB
sobre DAy la relacién DA / HVA en tejidos cerebrales de ratas adultas. Los perfiles
bioquimicos se estimaron en el estriado (a-b) y corteza (c-d). Cada barra representa
el promedio de n = 5 ratas por grupo. ‘p <0.05, difieren significativamente del control.
Se analiz6 mediante ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunnett.

37



6.5 Laadministracion de KYN postnatal aratas aumento larelacion Glu / GABA
en el hipocampo

Debido a que la metodologia usada no discriminaba al Glutamato y GABA activo del
vesiculado (contabilizando el Glu y GABA total) se llego a la determinacion de
evaluar los efectos de KYN y/o PROB sobre la relacion directa Glu/GABA en el tejido
cerebral de ratas adultas, donde se observd que solo el tejido de los animales
tratados postnatalmente con KYN mostraron cambios significativos en el Glu/ GABA
en el hipocampo (48% por encima del control, p <0.05). KYN también indujo un
aumento del 32% en la relacion Glu / GABA en el estriado. En la region de corteza
prefrontal no se denotaron cambios en los tratamientos para esta relacién (figura
6.5). Para el caso de los demas aminoacidos (glutamina, glicina y aspartato, no hubo

cambios para ninguna de las tres regiones.

GIU/GABA

GIu/GABA
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Fig 6.5. Efectos de la administracion sistémica de KYN y / o PROB sobre la relacién
Glu/GABA en tejidos cerebrales adultos. Los perfiles bioquimicos se estimaron en
el estriado (a), la corteza (b) y el hipocampo (c). Cada barra representa el promedio
de n = 5 ratas por grupo. p <0,05, difieren significativamente del control. Se analiz6
mediante ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunnett.
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VII. DISCUSION

Conducta social

Demostrar la validez de constructo en modelos animales de esquizofrenia es dificil,
ya que los sustratos neurobioldgicos subyacentes no se han establecido claramente
(Wilson & Terry, 2010). Sin embargo, se ha sugerido que los déficits en los
comportamientos de interaccion social en roedores son similares a las
caracteristicas observadas en este trastorno. También se ha determinado que la
corteza prefrontal y la amigdala tienen un papel especifico en el procesamiento de
las relaciones sociales (Amodio & Frith, 2006; Habel et al., 2007).

En el ser humano, a la capacidad apropiada de interactuar socialmente se le
llama cognicion social, para la cual se requiere de la construccion de
representaciones mentales acerca de otros, y uno mismo, asi como de las
relaciones entre los demas para consigo (Adolphs, 2001). Los pacientes con
diagnostico de esquizofrenia han mostrado déficits en varios dominios de la
cognicion social, incluyendo el conocimiento social, las percepciones sociales, la
teoria de la mente (es decir, la capacidad de comprender el comportamiento y las
intenciones de los demas en cuanto a su estado mental), y el procesamiento
emocional (Corrigan & Green, 1993; Archer et al., 1994; Corrigan & Addis, 1995;
Greig et al., 2004). Por lo tanto, los paradigmas animales son capaces de medir
diferentes componentes de los comportamientos sociales (por ejemplo, la memoria
social y motivacién social) pueden ser utiles en la comprensién aun mas los déficits

sociales que estan asociados con la esquizofrenia (Sams-Dodd, 1995).

De acuerdo a numerosos estudios, varios agentes farmacoldgicos inducen
déficits en la interaccioén social y por lo tanto pueden proporcionar modelos validos
con posible relevancia para la esquizofrenia. En este estudio, la actividad conductual
evaluada mediante el paradigma de tres camaras de Crawley en las ratas juveniles

durante la sesion 1 denota inclinacién de parte de los grupos tratados con KYN y
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KYN + PROB por pasar mayor tiempo en la camara vacia, a diferencia de los
controles que expresaron interés en las interacciones sociales. Aunado a esto,
durante la siguiente sesién en la que se valora la preferencia por la novedad social,
es evidente que aunque existe una marcada inclinacion por interactuar con los
conespecificos familiarizados por parte de las ratas tratadas con KYN, del mismo
modo se observa esta tendencia en los grupos administrados con PROB vy
KYN+PROB aunque no es estadisticamente significativa, en contraste con los
tratados con vehiculo que manifiestan una predileccién determinante por interactuar
con los roedores no familiarizados, es decir, pasan mayor tiempo en la camara que
contiene al extrafio 2. Lo anterior indica que al no discriminar entre animales
novedosos y familiarizados muestran una falta de interés por interactuar con sus
conespecificos, un evento que se presenta en pacientes con esquizofrenia cuando

manifiestan apatia (Sams-Dodd, 1995).

Los resultados previamente descritos coinciden con los encontrados en la
literatura, ya que en el 2011 un estudio realizado por Trecartin y David J. Bucci
donde la administracion de KYN (100 mg / kg) comenzando el dia 27 postnatal y
continuando hasta el dia 53, usando un régimen de tratamiento de 3 dias de
duracion / 3 dias de descanso, generd una disminucion en la conducta social en
ratas adultas (Trecartin & Bucci, 2011). De igual forma al inyectar
intraperitonealmente a ratas neonatas con 100 mg/kg de KYN durante los
postnatales 7-10 para imitar los efectos de la exposicion a la gripe en los niveles de
KYNA (laccarino et al., 2013) redujo el numero de interacciones sociales en la edad
adulta. Con base a ello, existe evidencia de que los cambios observados en la
conducta social, pueden ser consecuencia de que el KYNA actua como un
antagonista enddégeno de los rNMDA (Hilmas et al., 2001), los cuales estan
implicados criticamente en la funcién cognitiva (Gould & Higgins, 2003) y el
retraimiento social (Sams-Dodd, 1997).

Por otro lado la inferencia de que el antagonismo no competitivo del rNMDA
provoca déficits en la interaccion social en roedores, se ve apoyada por estudios
que utilizan agentes similares como el MK-801, la ketamina y la PCP, los cuales
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también producen en personas sanas psicosis y sintomas negativos (Luby_et
al.,1959; Krystal et al., 1994; Lahti et al., 1995a; Lahti et al., 1995b). Por ejemplo, el
tratamiento agudo y subcrénico de MK-801 (0.1-0.3 mg / kg) reduce la interaccion
social en ratas macho adultas y ratones (Rung et al., 2005; de Moura Linck et al.,
2008; Matsuoka et al., 2008). Ademas, tras la administracién aguda y subcroénica de
ketamina (7-30 mg / kg) se ha visto afectada la interaccion social en ratas macho
adultas (Silvestre et al., 1997; Becker et al., 2003; Uribe et al., 2013). De igual
manera, diversos estudios han encontrado una reduccion de los comportamientos
sociales dependiente de la dosis PCP (0.5 a 30 mg / kg) en ratas macho adultas
después de la exposicion aguda, subcronica y crénica asi como en ratas hembra
tras la exposicion subcrénica, durante una tarea de interaccion social (Sams-Dodd,
1995a; Sams-Dodd, 1996; Slot Bruins et al., 2005; Lee et al., 2005; Snigdha & Neill,
2008; Seillier et al., 2013). Debido a que los déficits en la interaccion social
observados en roedores administrados con antagonistas de rNMDA parecen
relacionarse con el aislamiento social inducido por PCP y ketamina visto en seres
humanos, es necesario el apoyo a una mayor investigacion referente a estos
parametros, ya que son de utilidad para la evaluacién de los sintomas negativos

asociados con la esquizofrenia, como la asocialidad ( Sams-Dodd, 1995).

El reconocimiento social también denominado discriminacién novedad social o
la memoria social, se basa en la capacidad del roedor experimental para reconocer
un conspecifico familiarizado, lo que es indicado por una reduccién en la interaccién
social con el ratén familiarizado o la preferencia por interactuar socialmente con un
conspecifico no familiar (Engelmann et al., 1995; Kaidanovich-Beilin et al., 2011).
Aunque no ha sido tan estudiada como la interaccion social, se han realizado varias
investigaciones que analizan el reconocimiento social alterado en modelos animales
de esquizofrenia. Por ejemplo, el tratamiento agudo con MK-801 (0.1 mg / kg)
produjo una disminucion de las capacidades discriminativos para la novedad social
frente a la misma especie en ambas ratas macho y ratones (Zou et al., 2008). En un
estudio realizado por Harich y sus colegas, el tratamiento con PCP (10 mg / kg) en
el PND 7, 9 y 11 redujo significativamente la exploracion a la preferencia social en

ratas macho adultas (Harich et al., 2007). Por lo tanto, los resultados sugieren la

42



validez de los paradigmas de reconocimiento social, para el estudio de los déficits
sociales asociados con la esquizofrenia. Ademas, es posible que los paradigmas de
reconocimiento social pueden mejorar nuestra comprension de los diferentes

mecanismos subyacentes implicados en la interaccion y la memoria social.

Actividad locomotora

El comportamiento supone una respuesta integrada y extraordinariamente compleja
que implica el intercambio regulatorio entre diversas areas del SNC, cada una a
cargo del control de diferentes aspectos de la conducta. Por tanto, una valoracion
adecuada de los efectos de cualquier tipo de tratamiento experimental sélo se
conseguira mediante la medicion de varios parametros indicativos de esos diversos
aspectos del comportamiento. Existen varios tipos de pruebas que permiten
registrar una serie de variables indicativas de actividad motora general, exploracion
y emotividad, como pueden ser el campo abierto o el tablero de agujeros,

frecuentemente utilizados en trabajos de comportamiento.

La actividad locomotora fue evaluada en ratas adultas mediante el programa
Versamax, el cual denotd un incremento en la actividad de los movimientos
verticales durante los primeros 5-10 minutos del ensayo en animales tratados con
KYN y KYN + PROB. Los resultados obtenidos son contrastantes con un estudio
realizado por Akagbosu y colaboradores en el 2012, el cual mostré que ratas
tratadas con L-KYN (100 mg kg) durante la adolescencia (dias postnatales del 27-
53, con un régimen de administracion interrumpida) presentaron una disminucién
de la actividad locomora (Akagbosu et al., 2012), esta diferencia se puede atribuir a
la metodolgia utilizada para evaluar éste parametro, ya que midieron el numero de
veces que los animales cruzaron (de un extremo a otro) en una camara de
reconocimiento de objetos novedosos, por lo que al disminuir el interés por
reconocer el objeto novedoso también se veia implicada la disminucion de la

actividad locomotora.
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Por otro lado el incremento de la locomocion observado en este estudio, es
comparable con la literatura, ya que anteriormente se ha informado que el
tratamiento con antagonistas de los rNMDA durante las etapas tempranas del
desarrollo conduce a un aumento en la actividad locomotora y los comportamientos
exploratorios (Martinez et al., 2002; Jacobs et al., 2000). Como es el caso de MK-
801 que al administrarse post-natalmente del dia 7-10, a una dosis de 0,25 mg / kg
dos veces al dia durante 4 dias a través de inyeccion intraperitoneal genero
hiperactividad locomotora horizontal (Akillioglu et al., 2012), de igual manera en otro
estudio se observd que ratas prepuberes eran mas sensibles a la elevacion de los
efectos locomotores con PCP a dosis de 1.5 mg / kg y 3.0 mg / kg (Jacobs et al.,
2000). Aunado a ello también se ha senalado que la ketamina en dosis de 15y 25
mg / kg acrecent¢ la actividad locomotora en ratas pospuberes (Comim et al., 2015).
Lo que se puede atribuir a que la red de ganglios basales (GB) estan implicados en
el control y velocidad del movimiento, y en condiciones patoldgicas se presentan

movimientos no deseados, como los manifestados en los trastornos hipercinéticos.

Lo anterior se ha asociado en la esquizofrenia a la desregulacion (exceso de DA)
de la via dopaminérgica nigroestriada (la cual desempefia un papel clave en el
control de los movimientos motores), que proyecta desde la sustancia negra del
troncoencéfalo a los ganglios basales o estriado (Beninger & Olmstead, 2000; Bonsi
et al., 2011; Yin, 2014).

Incremento de estereotipias

Las estereotipias son patrones de comportamiento repetitivos e invariables que no
tienen un objetivo o una funcion obvias, las cudles estan restringidas a animales en
cautividad y a humanos con enfermedades o disminuciones mentales, asi como a
individuos a los que se les han subministrado drogas estimulantes. En estos casos
las estereotipias se consideran anormales, a pesar de que posiblemente son un
producto de procesos de comportamiento normales. Las estereotipias a menudo se
asocian con aspectos subdptimos del ambiente pasado o presente del individuo, y
se han utilizado como indicadores de bienestar. Ciertas pruebas empiricas
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relacionan las estereotipias con una baja conciencia de los sucesos externos y con

un estado de excitacion reducido y angustia (Gainetdinov et al., 2001).

Ademas, las estereotipias son heterogéneas en cuanto a varios aspectos: su
fuente de origen; su causa proxima; y sus caracteristicas fisicas, y van cambiando
a lo largo del tiempo en varios aspectos importantes, de modo que cada vez se
generan mas facilmente y debido a un rango mas amplio de circunstancias.
Teniendo en cuenta estas caracteristicas, el campo cerrado constituye para la rata
un medio adverso (nivel medio o moderado de estrés) que inducira en el animal un
aumento de emotividad, un aumento que suele traducirse como una pérdida de su

capacidad exploratoria (Gainetdinov et al., 2001).

Debido a que algunos pacientes esquizofrénicos presentan "agitacion
psicomotora", que incluye movimientos estereotipicos aumentados, la
hiperactividad, se ha demostrado en diversos modelos animales de la esquizofrenia
(Lipska y Weinberger, 2000 ). Con base a lo anterior estudios en roedores, han
informado que la administracion de farmacos como MK801, PCP, ketamina y
estimulantes dopaminérgicos como, anfetamina y cocaina induce comportamientos
repetidos ("estereotipados"), como locomocion, olfato y masticacion, que pueden

estar relacionados con los sintomas positivos de psicosis (Gainetdinov et al., 2001).

Las estereotipias fueron evaluadas en ratas adultas mediante el programa
Versamayx, el cual demostré un incremento durante los primeros 5-10 minutos del
ensayo, en animales tratados con KYN y KYN+PROB. Lo anteriormete mencionado
es comparable con lo encontrado en la literatura resultados obtenidos ya que en un
estudio realizado por Sams-Dodd se observé que la administracion continua en
ratas adultas de PCP (18 a 107 ymol / kg / dia, 5,0 a 30 mg / kg / dia) indujeron un
comportamiento estereotipado y una hiperactividad locomotora dependientes de la
dosis (Sams-Dodd 1997). De igual manera se ha informado que las estereotipias y
locomocion incrementada estan mediadas por la DA liberada en el estriado y nucleo

accumbens, respectivamente (Sharp et al., 1987).
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Relacion DA y HVA

La DA es un neurotransmisor que se produce en la sustancia nigra y las regiones
ventral tegmental del cerebro, las proyecciones dopaminérgicas se dividen en la
region nigroestriatal, mesolimbica y mesocortical (Olney & Farber, 1995; Wu et al.,
2006). En los ultimos afos se ha sugerido que este neurotransmisor podria estar
implicado en la génesis de la esquizofrenia, la hipotesis dopaminérgica establece
que existen anomalias de DA en las regiones cerebrales mesolimbica y prefrontal
en este trastorno (Olney & Farber, 1995; Wu et al., 2006).

La manifestacion de sintomas psicoticos en pacientes esquofrénicos, llevaron a
la inferencia de que los niveles incrementados de metabolitos de DA son resultado
de una hiperdopaminergia estriatal generada por la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos del neoestriado (NE) (modulan la liberacion de DA estriatal), la cual
es producida por la activacion de receptores dopaminérgicos postsinapticos
localizados en las neuronas espinosas de tamafio mediano (NEMSs)), asi como una
hiperdopaminergia subcortical principalmente en los ganglios basales (Davis et al.,
1991; Pérez Costas et al., 2010; Yoon et al., 2013). En relacién a lo anterior se
observaron que los niveles de DA, asi como el recambio HVA/DA, fueron elevados
en los grupos de KYN y KYN+PROB tanto para la region estriatal como cortical, lo
cual concuerda con un estudio realizado en el 2006, por Nilsson y sus colaboradores
donde se mostré que la elevacion de KYNA (exposicion subcronica de KYN y PROB
en ratas a una dosis de 20 mg/kg y 10 mg/ kg, respectivamente, durante 14 dias)
se asocia con una mayor actividad de las neuronas dopaminérgicas en el area
tegmental ventral (ATV) (Nilsson et al., 2006). También se han visto que la inyeccion
de una dosis subanestésica de ketamina (30 mg/kg, ip) aumentd los niveles
extracelulares de DA en cuerpo estriado (Moghaddam et al., 1997), de igual manera
existen reportes donde el recambio DOPAC/DA estaba incrementado en animales
tratados con PCP (Hatip-Al-Khatib et al., 2001), se ha estipulado que tanto HVA/DA
como DOPAC/DA (aunque es mas utilizado el HVA ya que refleja la actividad
dopaminérgica central) pueden utilizarse como indicador de la actividad funcional

de las vias dopaminérgicas (Feldman et al., 1997). Por otro lado se ha inferido que
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los rINMDA estan implicados en la liberacion de DA en la corteza frontal y el cuerpo
estriado en pacientes con esquizofrenia (Castner & Williams, 2007 ; Javitt, 2007 ;
Balla et al., 2012; Laruelle, 2014).

Relacion de glutamato/GABA

La esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica cronica grave, caracterizada por
alucinaciones y delirios. Las evidencias experimentales, han llevado al
convencimiento de que la neurotransmision glutamatérgica esta implicada en la
enfermedad, lo que se conoce como «hipoétesis de la hipofuncidén de los rINMDAY.
Esta teoria, propuesta inicialmente por Onley y Farber en 1995, postula que la
alteracion de los rNMDA conduciria a una disminucion en la liberacidén de glutamato,
lo cual ha sido reportado en la corteza frontal y temporal de los pacientes con
esquizofrenia (Sherman et al., 1991). Sin embargo, la magnitud y la extension de los
cambios glutamatérgicos en la esquizofrenia no son claros ya que en la literatura
hay discrepancias referetes a los valores de glutamato obtenidos. En un estudio
donde el KYNA, fue producido localmente por perfusién mediante concentraciones
fisiolégicas de KYN, disminuyé los niveles de glutamato en la CPF (Hui-Qiu et al.,
2014), de igual manera Pocivavsek en el 2012, mostr6 que ratas alimentadas con
KYN (100 mg/kg), desde el dia gestacional 15 al dia postnatal 21, redujeron los
niveles de glutamato extracelular en hipocampo en la edad adulta. Sin embargo,
otro estudio indico que la administracién de 3,4-dimetoxi-N-[4-(3-nitrofenil) tiazol]
bencenosulfonamida (Ro61-8048) (el cual aumenta la concentracion de KYNA
dentro del SNC mediante la inhibicién de la KMO) a una dosis de 100mg/kg en ratas
durante la ultima semana de gestacion a una dosis de 100 mg/kg, incrementé la
densidad de las terminales de liberacion de glutamato en la region hipocampal
(Khalil et al., 2014). También se ha reporado que dosis bajas de ketamina (10, 20 y
30 mg/kg) aumentan el flujo de salida de glutamato en el CPF (Moghaddam et al.,
1997). Debido a que la metodologia usada en este trabajo no discriminaba al
glutamato y GABA activo del vesiculado (contabilizando el glutamato y GABA total)

se llego a la determinacion de evaluar los efectos de KYN y / o PROB sobre la
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relacion directa Glutamato/ GABA en el tejido cerebral de ratas adultas, en donde
se pudo notar que solamente el grupo tratado con KYN mostré diferencias en la
region hipocampal, este incremento podria deberse a un mecaniso de

compensacion.

En este estudio, se explor6é a largo plazo las consecuencias neuroquimicas y
conductuales del tratamiento interrumpido de KYN durante el desarrollo postnatal
en ratas. Los resultados presentes estan en consonancia con un gran numero de
informes sobre los deterioros cognitivos manifestados a largo plazo, después de
intervenciones experimentales postnatales tempranas. Estudios recientes han
demostrado que el tratamiento prolongado de KYN en la adolescencia (PND 27-53
y PND 42-49) aumenta los niveles de KYNA durante el periodo de tratamiento, y
produce déficits de memoria y la disminucién de la conducta social cuando las ratas
son adultas, a pesar de tener niveles normales KYNA en el momento de las pruebas
de comportamiento (Akagbosu et al., 2012; Trecartin & Bucci, 2011, Pocivavsek et
al., 2014). Del mismo modo, el tratamiento con comida enriquecida de KYN desde
el dia gestacional 15 al dia postnatal 21 en crias de rata, aumento la concentraciéon
de KYNA en la descendencia, la cual en la adultez presenté un deterioro en la
atencion y la memoria (Pocivavsek et al., 2012; Alexander et al., 2013). Asi mismo
se ha observado que la cognicion y el comportamiento social en la edad adulta no
se ven afectados de manera uniforme en ratas recién nacidas tratadas con
inyecciones repetidas de KYN (100 mg/kg) durante el PND 7-10 (laccarino et al.,
2013), también se sugiri6 que la disminucion en el comportamiento locomotor
contribuyo a la reduccion en las interacciones sociales exhibidos por ratas tratadas
previamente con L-KYN. Para el caso de modelos genéticos se ha demostrado que
ratones genéticamente modificados con una disminucion de la expresion de rNMDA
(cepa neo NR17-) que sdlo expresa del 5-10% de la proteina de la subunidad NR1,
se ha visto alterada tanto la actividad locomotora (Duncan et al., 2004) como la
conducta social (Mohn et al.,1999 ; Mohn et al., 1999; Duncan et al., 2004 ; Moy et
al., 2008).
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Aunque en los ultimos afos, en varios laboratorios han sido exploradas las
manipulaciones de la VK en edades prenatales o adolescentes y se ha estudiado
sus efectos sobre el comportamiento en animales adultos, poca investigacion se ha
centrado en el aumento de la concentracion de KYNA en periodos de tiempo
postnatales prolongados y los efectos a largo plazo en el comportamiento social, asi
como las relaciones de neurotransmisores y sus metabolitos implicados. Cabe
destacar que en el presente estudio se utilizd éste régimen de administracion (ciclo
de 3 dias de inyeccion seguido de 3 dias sin inyeccion) de acuerdo al protocolo de
Akagbosu (2012), para minimizar el potencial de adaptaciones metabdlicas tras el
tratamiento sistémico cronico con KYN. Las posibles explicaciones para los
resultados contrastantes con Schwarcz (2012) en cuanto a la valoraciéon de
glutamato, y Akagbosu (2012) e laccarino (2013) referente a la actividad locomotora,
pueden estar relacionados con los respectivos regimenes de tratamiento (aplicacion
continua de KYN vs administracion interrumpida), el modo y la dosis de
administraciéon de KYN (100 mg/kg administrados intraperitonealmente y en la
comida vs 15 mg/kg via intraperitoneal), las pruebas neuroquimicas seleccionadas
(HPLC de microdializado vs HPLC de tejido total) y la edad de los animales cuando
se inici6 el tratamiento (GD 15-PD 21y PD 7-10 vs PD 7-21).

Debido a que tanto receptores a7nACh como RNMDA estan implicados
criticamente en el aprendizaje y la memoria (Levin et al., 2006; Robbins & Murphy,
2006), parece razonable especular que un incremento en los niveles de KYNA
prenatal y postnatal, aumentara la inhibicién de estos receptores, o que puede tener
un impacto adverso en los procesos de desarrollo. Sin embargo, hay evidencia que
los RNMDA en el cerebro se desarrollan hasta el dia embrionario 19, en los cuales
se establece la cantidad que mantendra hasta la edad adulta (Sanchez et al., 2010),
mientras que el desarrollo de receptores a7nACh es mas prolongado y los niveles
maximos no se observan hasta la tercera semana posnatal (Adams, 2003). Por lo
tanto, los efectos después del tratamiento con L-KYN y KYN+PROB del PND 7-21,

es mas probable que sea mediada por los ra7nACh, que por los rNMDA.
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VIIl. CONCLUSION

Aunque los tres tratamientos postnatales generaron cambios significativas en la
conducta social, actividad locomotora y perfiles bioquimicos de DA, solamente el
grupo de KYN mostré6 cambios en la relaciéon Glutamato-GABA, lo que parece
indicar que el PROB y su combinacion con el KYNA no interactua de manera
sinérgica (bajo este régimen de tratamiento y la dosis utilizadas) y no evidencia sus
efectos en todos los parametros evaluados. Sin embargo, seria adecuado volver a
reconsiderar estos tratamientos (PROB y KYN+PROB) durante un tiempo mas
prolongado, es decir tanto prenatal como postnatalmente, para evaluar si durante
ese periodo donde los rNMDA se encuentra mas susceptibles, se genera una
hipofuncién mas notoria y por ende tanto las pruebas conductuales como los perfiles
bioquimicos muestran diferencias contundentes. Asi mismo seria interesante en
estudios futuros valorar tanto la expresion tanto de rNMDA como ra7nACh para

dilucidar que receptores se encuentran mas estrechamente ligados a esta patologia.
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