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RESUMEN

Cambios en la expresion del receptor nicotinico a7 en el modelo experimental de

esquizofrenia de lesidon neonatal del hipocampo ventral.

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico cronico e incapacitante. La
sintomatologia es heterogénea e incluye a los sintomas psicoticos, los sintomas
negativos y deficiencias en cognicion. El modelo de esquizofrenia de lesion neonatal del
hipocampo ventral (NVHL) ha sido ampliamente validado, tanto por estudios
conductuales como neurobiolégicos. En este modelo se ha validado la participacion de la
nicotina restaurando o preservando la morfologia de las neuronas corticales ante
alteraciones morfolégicas en las neuronas granulares del hipocampo y neuronas
piramidales de la corteza en ratas NVHL. Los efectos descritos podrian ser mediados por
el receptor nicotinico a7, el cual es altamente sensible a la nicotina y esta asociado a una
mayor susceptibilidad para presentar el trastorno, asi como con el mantenimiento del
tabaquismo en pacientes con esquizofrenia. Es por esto que el objetivo de este trabajo
fue evaluar el nivel de expresion del receptor nicotinico a7 en ratas NVHL tratadas con
nicotina. Para tal propdsito se generaron animales NVHL, los cuales fueron evaluados en
una tarea de laberinto radial. Dichos animales replicaron las deficiencias en memoria de
trabajo descritas previamente. Este déficit cognitivo fue revertido tras la administracion
cronica de nicotina. La expresion relativa del receptor a7 fue evaluada mediante la técnica
de Western blot. Los resultados mostraron un aumento en la expresion de esta proteina
en animales NVHL que fueron tratados con nicotina, restringiéndose a regiones
corticales. Nuestros resultados proveen evidencia en favor de la hipdtesis de
automedicacién con nicotina, la cual sugiere que los pacientes con esquizofrenia
mantienen un alto consumo de tabaco debido a un intento de mejorar deficiencias

cognitivas.



SUMMARY

Changes in the expression of the a7 nicotinic receptors in the experimental model of
schizophrenia by neonatal ventral hippocampal lesion.
Schizophrenia is a chronic and disabling neuropsychiatric disorder. The symptomatology
includes psychotic and negative symptoms, as well as cognitive disturbances. The
neonatal ventral hippocampal lesion (NVHL) model of schizophrenia has been widely
validated, the evidence includes behavioral and neurobiological studies. Previous work
showed that NVHL rats display morphological aberrations in granular neurons of the
hippocampus and in pyramidal neurons of the cortex, interestingly, the nicotine reverted
the morphological deficiencies in the cortical neurons. These effects could be mediated
by the nicotinic receptor a7, which is highly sensitive to nicotine. This receptor has been
associated with a higher prevalence of developing schizophrenia, as well as with higher
tobacco consumption in patients with this disorder. The main goal of this work was to
evaluate the patterns of expression of the nicotinic receptor a7 in the NVHL animals
treated with nicotine. Thus, we generated NVHL rats which were tested through a radial
arm maze task. The NVHL group replicated impairments in working memory, which have
been previously described. This cognitive deficit was ameliorated under the chronic
administration of nicotine. The relative expression of the a7 receptor was tested by
Western blot. The results showed an increase in the expression of this protein in the NVHL
animals that were treated with nicotine, this raise was restricted to cortical regions. Our
results provide support to the self-medication hypothesis with nicotine, which suggests
that patients with schizophrenia smoke in higher amounts in an attempt to improve their

cognitive disturbances.
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INTRODUCCION

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico prevalente en el 1% de la poblacién mundial.
Aquéllos que lo desarrollan experimentan sintomas psicéticos, sintomas negativos y
déficits cognitivas. Los sintomas psicéticos se caracterizan por alucinaciones, delirios y
pensamiento desorganizado. Los sintomas negativos se identifican como problemas en
la interaccidn social, problemas en motivacién, anhedonia, entre otros. Los pacientes con
esquizofrenia también presentan deficiencias cognitivas, que incluyen dominios como la
atencion, la memoria y funciones ejecutivas (Tandon et al., 2013). La sintomatologia
cognitiva y negativa no es tratada por la medicacion antipsicética, por lo que, en los
ultimos anos se han llevado a cabo esfuerzos para ofrecer nuevas alternativas
farmacoldgicas a este grupo de pacientes (Katsnelson, 2014).

Se ha determinado que esta poblacidon psiquiatrica fuma de 3 a 4 veces mas que la
poblacién general, esta alta tasa de tabaquismo podria suponer un intento de
automedicacioén por parte de los pacientes (Kumari y Postma, 2005). Los efectos pro-
cognitivos de la nicotina podrian ser mediados por el receptor neuronal nicotinico a7. Los
niveles de expresion de este receptor son menores en cerebros post-mortem de
pacientes con esquizofrenia, y ciertos polimorfismos del gen que codifica para este
receptor se asocian tanto con deficiencias cognitivas, como con la prevalencia de
tabaquismo en esta poblacion (Leonard, Mexal y Freedman, 2007).

El modelo experimental de esquizofrenia de lesidon neonatal del hipocampo ventral
(NVHL, siglas en ingles de neonatal ventral hippocampal lesion, Lipska, Jaxkiw vy
Weinberger, 1993) se ha utilizado en numerosos trabajos experimentales que intentan
describir los procesos neurobioldgicos del trastorno (Tseng et al., 2009). Estudios previos
del laboratorio han demostrado que la morfologia de las neuronas granulares del
hipocampo y las neuronas piramidales de la corteza es afectada por la lesiéon neonatal,
pero el efecto en las segundas fue parcialmente revertido por la administraciéon crénica
de nicotina (Ostos-Valverde, 2015, tesis de licenciatura).

A pesar de las consecuencias positivas que acarrearia el tratamiento de los sintomas
cognitivos en esquizofrenia no se han identificado blancos farmacolégicos relevantes

para su tratamiento. Es por esto que el objetivo del presente trabajo fue determinar si



existe una asociacion de la actividad pro-cognitiva de la nicotina con la expresién del
receptor nicotinico neuronal a7 en el hipocampo y en la corteza.

Para cumplir dicho propdsito entrenamos ratas NVHL en una tarea de laberinto radial, la
cual es util para evaluar la integridad de la memoria de trabajo. Los resultados mostraron
que el deterioro en la ejecucién de esta tarea en animales NVHL, fue parcialmente
revertido tras la administracion cronica de nicotina. Adicionalmente, encontramos por
Western blot un aumento en la expresion de receptores nicotinicos a7 en la corteza de

animales NVHL que fueron tratados con el farmaco.



ANTECEDENTES
1. ESQUIZOFRENIA

Segun la ultima version del Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM-V, por sus siglas en inglés; APA, 2014) se define a los trastornos mentales como
sindromes caracterizados por deficiencias clinicamente relevantes en la cognicion,
regulacién emocional o conducta de un individuo, los cuales reflejan una disfuncién en
procesos psicologicos, bioléogicos o del desarrollo. Los trastornos mentales se
acompafnan de discapacidades en esferas sociales, ocupacionales y otras actividades

relevantes para el sujeto.

La Organizacion Mundial de la Salud define a la esquizofrenia como un trastorno mental
severo, con afectaciones en pensamiento, lenguaje, percepcion, afecto y conducta social.
La incidencia mundial del trastorno oscila entre 1.4 a 17 personas por cada 1000,
afectando aproximadamente al 1% de la poblacion (OMS, 2015). El diagnéstico del
trastorno se hace entre los 16 y 30 anos, pero se presenta mayormente en periodos de

adolescencia tardia o adultez temprana (OMS, 1998).

Debido a la ausencia de marcadores biologicos que aseguren la presencia del trastorno,
el diagndstico se realiza mediante la examinacidon y observacion de la conducta del
paciente. Existen manuales diagndsticos que identifican y enlistan un amplio espectro de
signos y sintomas reconocibles en los pacientes con esquizofrenia, estos manuales son
el DSM-V y el CIE-10 (Clasificacién Internacional de enfermedades en su décima
version). EI DSM-V esta editado por la APA, mientras que el CIE-10 lo compila la

Organizaciéon Mundial de la Salud.

De manera general, los sintomas pueden clasificarse en tres grupos: 1) Los sintomas
positivos o psicoticos. 2) Los sintomas negativos. 3) Los sintomas cognitivos. La

caracterizacidon de estos grupos sintomaticos se desarrolla a continuacion:



1) Los sintomas positivos o psicoticos determinan el diagnostico del trastorno, es
decir, su presencia es necesaria (aunque no suficiente) para indicar que un sujeto
padece esquizofrenia (Tandon et al., 2013). Cabe recalcar que la presencia de
estos sintomas es episddica, fluctuando entre episodios o brotes psicoticos
seguidos de periodos de remisién (OMS, 1998). Los sintomas positivos incluyen a
las alucinaciones, delirios, desorden de pensamiento y alteraciones motoras. Las
alucinaciones que presentan principalmente los pacientes son de tipo auditivo,
donde se manifiesta la escucha de voces que pueden expresar ideas u ordenes,
o incluso ser ininteligibles y se perciben como distintas a los pensamientos del
propio individuo (DSM-V, 2014). Las alucinaciones también pueden ser de otro tipo
sensorial, incluyendo las alucinaciones visuales, somatosensoriales o incluso
olfativas, por lo que se definen como percepciones sensoriales reportadas en
ausencia de un estimulo externo que efectivamente evoque la actividad de

transduccion sensorial (Wong y Tol, 2003).

Los delirios se refieren a falsas creencias o referencias sobre la realidad, estas
creencias no cambian incluso cuando se le muestre al sujeto evidencia de que son
erroneas o implausibles; los delirios mas comunes son de tipo persecutorio, donde
el sujeto tiene la creencia de que sera lastimado o perseguido por algun grupo o
individuo. Los delirios de grandiosidad consisten en creencias donde el sujeto se
percibe con habilidades excepcionales, exceso de fama o riqueza. Otro ejemplo
son los delirios nihilistas donde los sujetos perciben que una catastrofe esta por
ocurrir. También son comunes las creencias somaticas, erotomaniacas o
referenciales (DSM-V, 2013).

El desorden de pensamiento se manifiesta como pobreza en el contenido del
discurso, el lenguaje de los pacientes (hablado o escrito) fluctua entre varios
temas, apartandose de un asunto o relato principal para tratar otro asunto sin
relacién directa al anterior, el discurso llega a ser incomprensible. Las alteraciones
de la conducta motora se muestran como patrones de movimiento repetitivos y sin

objetivo, actividad motriz intensa y desorganizada seguida de periodos de



2)

3)

inactividad y sin reactividad a estimulos externos, los pacientes también suelen
mantener posturas rigidas y excéntricas por periodos indeterminados de tiempo
(Mueser y McGurck, 2004 ).

Los sintomas negativos son crénicos y persistentes, es decir, se pueden reconocer
incluso antes del diagnostico formal y se mantienen durante todo el curso del
trastorno, sin tener periodos de fluctuacion. Incluyen sintomas como afecto plano,
abulia, alogia, anhedonia, apatia y problemas en interaccién social (Tandon,
Nasrallah y Keshavan, 2009). El afecto plano se muestra como deficiencias en la
prosodia, es decir, en la entonacién del lenguaje que indica expresiones afectivas,
por lo que su habla suele mostrarse en tono monétono, también muestran poca
expresion facial, y diminucién en el movimiento de manos y cabeza que da énfasis
emocional al discurso. La abulia indica problemas en la motivacién, es decir los
pacientes muestran deficiencias para iniciar y mantenerse en una actividad. La
anhedonia indica una capacidad reducida para experimentar placer, en este caso
los pacientes muestran poco interés o satisfaccion en sus actividades, incluso
cuando antes pudieran percibirlas como reforzantes. La alogia se refiere a pobreza
de lenguaje, donde los sujetos disminuyen el flujo de la conversacién sin ninguna
razon aparente. También se observan problemas para iniciar y mantener
relaciones sociales, los sujetos suelen evitar el contacto con otras personas,
afectando de manera importante la funcionalidad de estos sujetos (Tandon et al.,
2009, DSM-V, 2014).

Los sintomas cognitivos también se presentan de manera cronica y persistente.
Las deficiencias cognitivas son amplias en este trastorno, incluye problemas en
filtrado sensorial, topologia aberrante en potenciales evocados, asi como
problemas en atencién, memoria y funciones ejecutivas. Se ha identificado que
este grupo de sintomas predice la funcionalidad del sujeto, es decir, si sera capaz
de llevar una vida productiva e independiente. La medicacién ofrecida a estos
pacientes no da tratamiento a este grupo sintomatoldgico, incluso se ha

demostrado que puede empeorar las deficiencias cognitivas (O’Carroll, 2000).



La esquizofrenia es un trastorno heterogéneo. Desde su conceptualizacion, en 1911 por
Eugen Bleuer, ya se identificaba como un trastorno complejo y multifacético,
caracterizado por la presencia de sintomas negativos pero acompafado de muchos otros
grupos sintomaticos; los trabajos de Kraepelin en 1919 confirmaron la complejidad del
trastorno, admitiendo la falta de un criterio diagndstico fiable, pero sugiriendo como
caracteristica distintiva su curso crénico y progresivo (Tandon et al., 2009). A pesar de
que la descripcion formal de este trastorno tiene 100 afios, hasta el momento no se han

identificado tratamientos efectivos para su amplia gama sintomatica.

La etiologia del trastorno no se ha demostrado de manera concluyente. La “hipétesis
etiolégica del neurodesarrollo” plantea que los cambios en las estructuras cerebrales de
los pacientes se deben a problemas en el desarrollo temprano del sistema nervioso. Es
decir, afectaciones perinatales predispondrian al sujeto a cierto patron de funcionamiento
cerebral que daria como resultado la expresion de esquizofrenia (Pantelis, Yucel, Wood,
McGorry y Velakoulis, 2003). Esta hipotesis contrasta con la “hipotesis dopaminérgica”,
la cual prevalecié por muchos afos y sugiere que una exacerbacion de la transmision
dopaminérgica subyace al trastorno. La hipétesis se formulé a partir de la evidencia
ofrecida por la medicacién antipsicética; se describié que la efectividad clinica de la
medicacion antipsicoética correlacionaba con la magnitud de bloqueo hacia los receptores

dopaminérgicos D2..ike (Howes y Kapur, 2009).

Existe evidencia epidemiolégica que asocia afectaciones prenatales y postnatales con un
mayor riesgo a desarrollar la enfermedad, apoyando la hipétesis del neurodesarrollo.
Entre estos factores de riesgo encontramos hipoxia, infecciones virales, preclampsia,

bajo peso al nacer, entre otras (Rapoport, Addington, Frangou y Psych, 2005).

Otras evidencias a favor de la hipotesis de neurodesarollo identifican menor tamano de
somas y menor arborizacion de grupos neuronales, esto en ausencia de gliosis; el hecho
de que no se hayan identificado cicatrices gliales descarta un efecto neurodegenerativo.
Por otro lado, los genes que codifican para NRG1 (Neuroregulina 1) y su receptor ErbB4,



asi como DISC 1 (Disrupted in Schizophrenia 1) se han identificado como factores de
riesgo en el trastorno. Las proteinas que codifican estos genes se ven implicadas en
procesos de proliferacién, migracién y arborizacién en etapas perinatales, mientras que
en etapas tardias del desarrollo se encuentran implicados en procesos de maduracion de
sinapsis, mielinizacion y poda neuronal (Jaaro-Peled, et al.,2009).

Esta hipdtesis ha recibido creciente atencidn en los ultimos afios, guiando la generacion
de nuevos modelos animales que han permitido mejores predicciones respecto al
trastorno, estos incluyen al modelo NVHL, que se describird mas adelante y se utilizara

como modelo experimental en este estudio.

1.1 SINTOMAS COGNITIVOS EN ESQUIZOFRENIA

En el DSM-V se menciona a las deficiencias cognitivas como caracteristicas que apoyan
el diagnéstico de esquizofrenia, ya que son altamente frecuentes en esta poblacion y se
encuentran ligadas a problemas funcionales, es decir, a la incapacidad de llevar una vida
auténoma. Segun la descripcion del DSM-V los sintomas cognitivos persisten incluso en
periodos de remisiéon, donde los sintomas positivos estan disminuidos o controlados.
Estos sintomas incluyen deficiencias en la memoria declarativa, memoria de trabajo,
lenguaje y otras funciones ejecutivas, asi como enlentecimiento en la velocidad de
procesamiento. También son frecuentes anormalidades en el procesamiento sensorial,
en la capacidad inhibitoria y reducciones en la atencion. Algunos individuos con
esquizofrenia muestran deficiencias en cognicion social, es decir, en la capacidad de
inferir las intenciones de otras personas. También se puede presentar anosognosia, la
cual se define como desconocimiento de las deficiencias funcionales asociadas al
trastorno (DSM-V, 2013).

Las deficiencias cognitivas se identifican en los pacientes incluso antes de la aparicion
del primer brote psicético (Sanders et. al. 2004). Evaluaciones neuropsicolégicas hechas
en pacientes con esquizofrenia libres de medicacion antipsicética han encontrado
alteraciones en varios dominios cognitivos, evidenciando que estas deficiencias no estan

relacionadas con la medicacién (Torrey, 2002). También se han identificado deficiencias



cognitivas moderadas en familiares de pacientes con esquizofrenia, estas deficiencias
son evidentes en tareas que evaluan atencion, velocidad de procesamiento y funciones
ejecutivas (Kuha et. al. 2007). La presencia de deficiencias cognitivas previas al primer
brote psicotico, en pacientes sin historial de medicacion antipsicética, asi como en
familiares de pacientes, deja claro que los sintomas cognitivos son inherentes al

trastorno, y acompafan a los sujetos a lo largo de toda su evolucion.

Los sintomas cognitivos han sido asociados ampliamente con la pérdida de funcionalidad
social y ocupacional, esto incluye la reduccion de vinculos sociales, menores tasas de
empleo, asi como la incapacidad de vivir de manera independiente por parte de los
pacientes. La severidad de los sintomas positivos o negativos no muestra asociacion con
dichas medidas de funcionalidad (Bryson y Bell, 2003). El impacto de los sintomas
cognitivos en la funcionalidad también se ha mostrado de manera longitudinal, incluso
predice el éxito de los pacientes tras intervenciones psicosociales (Green, Kern, y Heaton,
2004).

El desarrollo de medicacion pro-cognitiva resulta relevante en funcién de su impacto en
la adaptacion y funcionalidad de los pacientes. De manera interesante, se ha observado
que la disponibilidad de medicamentos antipsicéticos no ha ofrecido mejoras en funciones
cognitivas o funcionales en esta poblacién, incluso las nuevas generaciones de
medicamentos antipsicéticos dejan de lado esta meta farmacolégica. Debido a lo anterior,
el Instituto Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) de Estados Unidos fundé,
en 2002, la iniciativa MATRICS (Measurement and Treatment Research to Improve
Cognition in Schizophrenia), la cual tenia como principal objetivo desarrollar una bateria
de evaluacioén cognitiva, la cual debia realizar medidas robustas y estandarizadas de las
esferas cognitivas mayormente afectadas. Un segundo objetivo consistia en utilizar dicha
bateria en ensayos clinicos de farmacos pro-cognitivos y promover la obtencion de

resultados consistentes (Cohen, e Insel, 2008).

En 2006 se publico la bateria MCCB (MATRICS Consensus Cognitive Battery), la cual se

centré en la evaluacién de los dominios cognitivos que han mostrado afectaciones



consistentes en pacientes con esquizofrenia. La bateria se compone de 10 pruebas que
evaluan velocidad de procesamiento, atencion/ vigilancia, memoria de trabajo,
aprendizaje y memoria visual, aprendizaje y memoria verbal, razonamiento y solucion de
problemas vy, finalmente, cognicién social. La creacion de este instrumento supone una
mejor manera de evaluar los déficits cognitivos en esquizofrenia y un método
consensuado para comparar estrategias pro-cognitivas (Rodriguez-Jiménez, et al.,
2012).

En 2008 la iniciativa MATRICS se transformé en CNTRICS [Cognitive Neuroscience
Approaches to the Treatment of Impaired Cognition in Schizophrenia (NIMH, 2008)]. Los
propositos de esta nueva iniciativa es generar un puente entre la investigacion de
neurociencias cognitivas y las necesidades de evaluacion y tratamiento en esquizofrenia;
traduciendo las investigaciones de ciencia basica en instrumentos con relevancia clinica
(Harvey, 2008). Entre las premisas mas ambiciosas de CNTRICS se encuentra la
deteccion temprana del trastorno mediante marcadores cognitivos, promoviendo
intervenciones preventivas que retrasen o disminuyan la sintomatologia psicética (Cohen,
e Insel, 2008). Sin embargo, su objetivo primario consiste en cuantificar de mejor manera
las deficiencias conductuales del trastorno en modelos animales, promoviendo una mejor
identificacion de los mecanismos neurales subyacentes y mejorando la calidad de

investigacion pre-clinica para el tratamiento cognitivo (Young, y Geyer, 2015).

El espectro de deficiencias cognitivas en estos pacientes es evidente desde etapas
tempranas de procesamiento sensorial. Mediante técnicas electroencefalograficas se han
identificado alteraciones en potenciales relacionados con procesamiento de estimulos
auditivos y visuales. Uno de ellos es el potencial P50, el cual se identifica en regiones
corticales auditivas 50 milisegundos después de la presentacion de un estimulo auditivo,
si el estimulo es repetitivo se identifica una reduccién en la magnitud del potencial, esta
reduccion se ha asociado con mecanismos que inhiben informacion redundante. En
pacientes con esquizofrenia no se encuentra dicha modificacion en el potencial P50,
interpretandose como una afectacion en mecanismos de filtrado sensorial. Otro ejemplo

es el potencial MMN (siglas en ingles de Mismatch Negativity), se identifica tras la
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presentacion de un estimulo irregular después de varios estimulos regulares, en
pacientes con esquizofrenia se encuentra una reduccion en la magnitud de este potencial,
indicando afectaciones pre-atentivas en el procesamiento sensorial. Otros correlatos
electroencefalograficos han sido estudiados en estos pacientes, incluyendo los
potenciales auditivos N100 y P300, asi como los potenciales de procesamiento visual
P100, N170 y N400, en todos ellos se han mostrado alteraciones en magnitud, topografia
o latencia, evidenciando afectaciones en los mecanismos neurales que codifican la

entrada sensorial (Onitsuka, Oribe, Nakamura, y Kanba, 2013).

La evaluacion de procesos atentivos en pacientes con esquizofrenia se ha realizado
mediante test neuropsicoldgicos. El Test de Ejecucion Continua (CPT, por sus siglas en
inglés) permite evaluar la atencion mantenida por largos periodos de tiempo o vigilancia.
En un estudio reciente se comparo la ejecucidn de pacientes en 5 poblaciones diferentes,
los resultados indicaron afectaciones significativas en comparacion a la ejecucion control;
dichos resultados fueron consistentes en todos los grupos de edad, nivel educativo y
raza. La ejecucion de los pacientes se mostré independiente de la severidad de sintomas
positivos o negativos (Nuechterlein, et al. 2015). Estos resultados sugieren que las

afectaciones en atencién son altamente frecuentes en esta poblacion.

La memoria se refiere a la habilidad de recordar eventos del pasado, e involucra procesos
de codificacién, almacenamiento y recuperacion de informacion. En pacientes con
esquizofrenia se han evaluado principalmente procesos de aprendizaje y memoria verbal,
los cuales consisten en codificar y recuperar listas de palabras durante una o varias
sesiones. Los resultados indican que los sujetos con esquizofrenia recuerdan menor
cantidad de informacion que los sujetos control, esta diferencia se observa en pacientes
bajo tratamiento antipsicético, e incluso en pacientes libres de medicaciéon (Manglam, y
Das, 2013). Aprovechando diferentes paradigmas es posible diferenciar el papel de cada
sub-proceso mnemaonico en la ejecucion de los pacientes, los resultados indican mayores
deficiencias en codificacion y recuperacion, con efectos modestos en almacenamiento.

En el proceso de codificacion los sujetos sanos tienden a asociar o agrupar las palabras
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gue seran recordadas, las evidencias indican que este proceso no sucede en los

pacientes con esquizofrenia (Cirillo, y Seidman, 2003).

La memoria de trabajo se considera como la habilidad para codificar, mantener y
manipular informacién por periodos cortos de tiempo, esta capacidad permite mantener
en linea informacion que no estd inmediatamente accesible e incorporar nuevos
elementos para organizar la conducta hacia ciertos objetivos (Lett, et al. 2014). Esta
habilidad ha sido la mas explorada en pacientes con esquizofrenia, y su afectacién se
considera como un sintoma central de este trastorno (Barch, y Smith. 2008). Lee y Park
(2005) realizaron un meta-analisis considerando la heterogeneidad de paradigmas
utilizados en la evaluacién de esta funcion cognitiva; los resultados mostraron que los
déficits en memoria de trabajo son robustos, ya que son evidentes en una variedad de
tareas neuropsicologicas, ademas son supramodales, es decir, son independientes de la
modalidad sensorial aprovechada (verbal vs visual). En sujetos sanos, se ha identificado
que la actividad en la corteza prefrontal dorsolateral (DLPFC, por sus siglas en inglés) da
lugar a la memoria de trabajo; las evidencias sefialan que hay mayor perfusién sanguinea
en esta corteza cuando hay demanda de este tipo de memoria, por otro lado, la
coherencia de actividad entre la DLPFC y el hipocampo predice una mejor ejecucion en
memoria de trabajo (Lett, et. al., 2014). En pacientes con esquizofrenia se ha demostrado
una pobre conectividad entre la DLPFC y el hipocampo, esta afectacion también fue
evidente en familiares de primer grado (Schneider, et al. 2017). Por otro lado, se ha
demostrado que el menor volumen hipocampal, presente en pacientes con esquizofrenia,
correlaciona de manera directa con la ejecucion en memoria de trabajo, es decir, un
menor volumen en regiones hipocamapales corresponde a una peor ejecucion en estas

tareas (Vargas et al., 2017).

De manera reciente, se han generado nuevas investigaciones sobre las afectaciones en
cognicion social mostradas en esta poblacion psiquiatrica. Las deficiencias en interaccion
social suelen agruparse dentro de los sintomas negativos, no obstante, tienen un
componente cognitivo que incluye la percepcion, codificacion, almacenamiento,

recuperacion y regulacion de informacion sobre pensamientos y emociones propios y
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ajenos, los cuales modulan la interaccion social (Ochsner, 2008). Estas deficiencias son
evidentes en estos pacientes, muestran una capacidad alterada del reconocimiento de
expresiones faciales emocionales, asi como de entonacion vocal con contenido
emocional, asimismo, suelen hacer interpretaciones erroneas sobre las intenciones de
terceros y muestran problemas regulando su conducta en contextos emocionales.

Estudios de neuroimagen, asi como de potenciales relacionados a eventos, han
determinado que regiones del cerebro como la amigdala, el giro fusiforme, el surco
temporal superior, y la corteza prefrontal medial muestran actividad disminuida en tareas

de cognicidn social en pacientes (Green, Horan, y Lee, 2015).

Como se puede advertir, el correlato neuroanatémico de las deficiencias cognitivas en
esquizofrenia es amplio, dependiendo de la funcién cognitiva a evaluar se han
identificado diferentes circuitos, no obstante, la disminucién en la actividad de regiones
corticales frontales se ha reportado de manera consistente mediante técnicas de
imagenologia cerebral, encontrando una hipofrontalidad bajo la demanda de tareas
cognitivas. La actividad del I6bulo temporal, particularmente del hipocampo, también se
ha relacionado con las deficiencias cognitivas, encontrandose una reduccién en el
tamafo de esta estructura, asi como menor actividad ante diversas tareas. Varios
estudios han integrado esta informacion, proponiendo un modelo de “conectividad
interrumpida”, en dicho modelo se asume que la comunicacion entre las regiones
frontales y temporales esta afectada, dando lugar a un pobre control cognitivo en esta

poblacién psiquiatrica (Ragland, Yoon, Minzenberg, y Carter, 2009).

Ciertos mecanismos celulares han sido relacionados con la sintomatologia cognitiva,
principalmente modificaciones en la actividad de regiones corticales frontales. En estas
regiones es necesario mantener un fino balance excitatorio/inhibitorio para permitir que
la actividad se propague y no aumente de manera descontrolada. La actividad excitatoria
cortical depende de la actividad de neuronas piramidales, las cuales son inhibidas
mediante interneuronas GABAérgicas que expresan Parvalbumina (PV, proteina de union
a calcio, importante en la regulacion de actividad neuronal). En esquizofrenia se ha

descrito un pobre control excitatorio/inhibitorio en regiones corticales. Las evidencias
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indican una menor expresion de GAD67 (Glutamato descarboxilasa, enzima limitante en
la sintesis de GABA) en regiones corticales y limbicas, también se han descrito menores
niveles del RNA mensajero de PV en estos pacientes (Lewis, Curley, Glausier, y Volk,
2012). De manera interesante, se determiné mediante hibridacion in situ que solamente
el 55% de células positivas a PV tenian sefial de GAD67 en cerebros post-mortem de

sujetos con esquizofrenia (Hashimoto, et. al. 2003).

Estas evidencias nos permiten tener un conocimiento mas profundo respecto al sustrato
neurobioldgico de las deficiencias cognitivas en esta poblacion, y hace posible la
generacion de nuevas aproximaciones farmacologicas para reducir su impacto en la
funcionalidad del paciente. Idealmente, dichas aproximaciones farmacolégicas
impactaran en la regulacion del balance excitatorio/inhibitorio cortical, mostrando efectos

benéficos en la cognicién de los pacientes.

1.2 HIPOTESIS DE AUTOMEDICACION CON NICOTINA

La esquizofrenia presenta una alta comorbilidad con el abuso de sustancias, incluyendo
drogas como el alcohol, cannabis, alucindbgenos, anfetaminas o cocaina (OMS, 1998).
Sin embargo, la prevalencia de tabaquismo es especialmente alta en esta poblacion. Se
ha determinado que del 60% al 90% de la poblacion que padece esquizofrenia fuma,
mientras que en la poblacidn general se conoce que el consumo regular de tabaco es
mantenido por el 25.9% de la poblacion (Volkow, 2009). También se ha identificado que
los pacientes fuman en mayor cantidad, teniendo un consumo de 3 a 4 veces mayor que
un fumador control (Leon y Diaz, 2005). De manera interesante, se han encontrado
mayores concentraciones de cotinina (principal metabolito de nicotina) en saliva de
pacientes, a pesar de consumir el mismo numero de cigarros al dia que un grupo control,
sugiriendo una extraccién de nicotina mas eficiente por parte de los sujetos con

esquizofrenia (Strand y Nyback, 2005).

Existen dos hipdtesis que intentan explicar los mecanismos que subyacen al pronunciado

consumo de nicotina en esta poblacion psiquiatrica. La primera se denomina “Hipotesis
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de vulnerabilidad compartida”, propone que existen factores ambientales y genéticos
inherentes al trastorno que promueven un mayor consumo de drogas, es decir, los
mecanismos neuropatologicos que dan lugar a la esquizofrenia también contribuyen a
una mayor vulnerabilidad al abuso de sustancias. Esta hipotesis asume que los pacientes
muestran mayores efectos reforzantes de esta droga, aumento en los sintomas de
abstinencia, asi como mayor impulsividad ante el consumo de tabaco (Parikh, Kutlu, y
Gould, 2016).

Algunas evidencias en este sentido indican que los sustratos responsables del
reforzamiento de drogas estan involucrados en la patologia del trastorno, el circuito
dopaminérgico mesolimbico se ha visto involucrado en el mantenimiento de adicciones
en la poblacion general, asi como en la expresion de sintomas psicoticos en pacientes
con esquizofrenia (Volkow, 2009). Otros resultados sugieren que la actividad del receptor
0432, asi como polimorfismos en el gen que codifica para la subunidad a4 (CHRNA4),
estan involucrados en la mayor sensibilidad a las propiedades reforzantes de la nicotina
en esta poblacion; la subunidad a7 no mostrdé asociacidon con propiedades reforzantes
(Parikh et al., 2016).

La segunda hipdtesis se denomina “Hipdtesis de automedicacion con nicotina”. Tal
hipétesis indica que esta poblacién fuma de manera exacerbada debido a que obtienen
consecuencias deseables en la sintomatologia por la administracion de nicotina. Los
pacientes reportan mejoras en los sintomas tras el consumo de tabaco, y empeoramiento

durante periodos de abstinencia (Kumari y Postma, 2005).

Los beneficios del consumo de nicotina han sido descritos en las etapas tempranas del
procesamiento de informacion sensorial, esto incluye la capacidad de filtrar informacion
irrelevante de manera pre- atentiva. El potencial relacionado a eventos P50 permite
evaluar estos mecanismos; Esta onda se obtiene al presentar varios tonos repetitivos,
los cuales generan una onda electroencefalografica positiva, 50 ms después la
presentacion del tono. En sujetos sanos, la amplitud de esta onda disminuye tras las

exposiciones repetidas del tono, evidenciando mecanismos de inhibiciéon de informacion
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irrelevante. Los sujetos con esquizofrenia no muestran dichas modificaciones en la onda
P50, evidenciando alteraciones en el filtrado sensorial (Vicek, Bob, & Raboch, 2014). Del
mismo modo, los pacientes muestran afectaciones en tareas de inhibicidon prepulso; en
dichas tareas se evalua la respuesta de alertamiento ante un tono fuerte; en la poblacién
sana, dicho alertamiento se ve disminuido siempre que sea precedido por un tono
subumbral, mientras que en esta poblacidon psiquiatrica no se observa tal supresién
(Parikh et al., 2016). Las deficiencias en P50, y las afectaciones en tareas de inhibicién
prepulso, se ven disminuidas tras el consumo de tabaco en pacientes con esquizofrenia
(Leonard et al., 2007).

El consumo de nicotina en esta poblacion también impacta en otros sintomas cognitivos.
Los pacientes mejoran en tareas de memoria y tiempos de reaccion tras la administracion
por parches transdérmicos, este efecto es dosis dependiente (Levin, Wilson, Rose y
McEvoy, 1996). Por otro lado, el consumo moderado de nicotina en estos pacientes (20
cigarros al dia) correlaciona con menor severidad de sintomas positivos y negativos
(Aguilar, Gurpegui, Diaz y Leon, 2005). También se han reportado mejoras en atencion,
evaluadas mediante la bateria MCCB, asi como en la tarea de ejecucion continua, tanto
en pacientes no fumadores, como en pacientes con historial de tabaquismo y abstinencia
de 10 a 24 horas (Smucny & Tregellas, 2017).

Mediante aproximaciones genéticas también se ha intentado identificar si la esquizofrenia
y el tabaquismo tienen mecanismos de vulnerabilidad compartida, o si el tabaquismo es
una afeccién secundaria al trastorno que intenta remediar ciertos sintomas. Los estudios
de asociacion del genoma completo permiten identificar grupos de genes que son
factores de riesgo para diversos trastornos. Aprovechando esta informacién se identificd
que ciertos genes, con mediana asociacion para esquizofrenia, predecian altos niveles
de dependencia para nicotina y un mayor numero de cigarros fumados al dia. Por otro
lado, se determind que los genes involucrados en la concentracidon plasmatica de cotinina
podian predecir un diagndstico de esquizofrenia, no asi los genes de riesgo involucrados
en la dependencia al tabaco (Chen et al., 2016). También se han hecho andlisis de

variantes génicas asociadas con ambas condiciones, se encontraron 11 locus
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compartidos en esquizofrenia y regulacion plasmatica de cotinina y 10 locus comunes a
esquizofrenia y dependencia a nicotina; de manera interesante, en ambas condiciones
se encuentran los genes CHRNAS5, CHRNA3 y CHRNB4, que codifican para subunidades
de receptores nicotinicos. Al agrupar los genes compartidos entre esquizofrenia y
dependencia a nicotina se identificé que se involucraban en mecanismos de sefalizacién
de calcio, potenciacion a largo plazo, interaccién ligando-receptor, moléculas de adhesion
celular, entre otros, identificAndose mecanismos celulares fundamentales en diversas
funciones cognitivas. Estos resultados indican que existe vulnerabilidad genética
compartida para ambos trastornos. Sin embargo, los genes de riesgo altamente
asociados con esquizofrenia no contribuyen a la presencia de conductas de tabaquismo,
indicando que los mecanismos de adiccion en esta poblacion pueden ser secundarios a

la presencia de esquizofrenia (Chen et al., 2016).

La importancia de identificar los mecanismos que regulan la comorbilidad entre
esquizofrenia y el abuso de consumo de tabaco permitiran aproximarse de mejor manera
al tratamiento de ambas afectaciones. Vale la pena resaltar que estas teorias no son
mutuamente excluyentes, una mayor propension al abuso de sustancias en esquizofrenia
es posible, mientras que el alto consumo de nicotina podria mantenerse debido a las

ventajas cognitivas que ofrece.
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2. RECEPTORES NEURONALES NICOTINICOS

Tanto los receptores ionotropicos nicotinicos, como los receptores metabotropicos
muscarinicos tienen como ligando enddégeno a la acetilcolina. Ambos se encuentran
expresados en neuronas y en grupos celulares no neuronales en todo el organismo. Los
receptores muscarinicos estan acoplados a proteina G y su actividad se encuentra en el
rango de milisegundos a segundos. Por otra parte, la actividad de los receptores
nicotinicos (nAChRs) se mantiene en el rango de los microsegundos, siendo la nicotina

su principal ligando exdgeno (Albuquerque, Pereira, Alkondon y Rogers, 2009).

Los receptores nicotinicos forman parte de la superfamilia de canales idnicos activados
por ligando, que incluye a los canales GABAA, glicina y 5-HT3. Los receptores nicotinicos
forman pentameros, que pueden estar compuestos por diferentes subunidades, lo cual
genera una gran diversidad de complejos canal-receptor. Los nAChRs de origen
muscular se conforman por las subunidades a1, B1, 8, y y €. En receptores nicotinicos
neuronales se han descrito las subunidades a2-a6 y 32-34, que pueden formar complejos
heteroméricos, mientras que las subunidades a7-a9 se han encontrado en conformacion

homomeérica (Dani y Bertrand, 2007).

Las subunidades de los receptores neuronales nicotinicos pueden arreglarse en diversas
conformaciones, dando lugar a complejos canal-receptor con diferentes caracteristicas
de cinética de actividad, diferentes permeabilidades y farmacologia. La estequiometria
de los receptores heteroméricos sigue un arreglo tipo afafp, sin embargo, también se
han demostrado conformaciones tipo (a)s(B)z in vitro. Los receptores homoméricos se
conforman por 5 subunidades a7, a8 o a9, los cuales muestran una alta permeabilidad a
Ca?* y una rapida tasa de desensibilizacion en comparacion con la conformacion

heteromérica (Jensen, Frolund, Liljefors y Krosgsgaard-Larsen, 2005).

Una importante caracteristica de estos receptores es el hecho de que incrementan su
expresion cuando se exponen de manera cronica a nicotina. Se ha demostrado una

regulacion a la alta de nAChRs en cerebros post-mortem de fumadores croénicos,
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principalmente de receptores con alta afinidad a la nicotina, como los a4pB2. Los
mecanismos por los que se lleva a cabo la regulacién a la alta de nAChRs no estan bien

descritos (Perry, Davila-Garcia, Stockmeier y Kellar, 1999).

2.1 RECEPTORES NEURONALES NICOTINICOS a7 Y ESQUIZOFRENIA

El receptor neuronal nicotinico a7 se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro y
estd localizado tanto en terminales pre- y post-sinapticas, donde tienen efectos
regulatorios en neurotransmision excitatoria o inhibitoria (Gillentine y Schaaf, 2015).
Estos receptores se caracterizan por una rapida activacion y desensibilizacion, también
son altamente permeables a Ca?'. Poseen una baja afinidad por la nicotina, en

comparacion con los receptores a432 (Albuquerque, Pereira, Alkondon y Rogers, 2009).

Se ha postulado que la actividad de los receptores o432 media los efectos reforzantes y
adictivos de la nicotina. Mientras que la actividad de los receptores a7 se ha visto
involucrada en el funcionamiento cognitivo. Mutantes de delecion del gen que codifica
para la subunidad o7 muestran afectaciones en atencién, memoria de trabajo y filtrado

sensorial en modelos murinos (Parikh et al., 2016).

La subunidad a7 se localiza en dendritas de neuronas hipocampales en cultivo y la
aplicacion de acetilcolina en dendritas de neuronas, genera una corriente tipo IA, tipica
de este receptor (Orr-Urtreger, et al, 1997). También se ha localizado a la subunidad a7
de manera presinaptica en neuronas del bulbo olfatorio y se postula que la actividad de
estos receptores en las terminales axénicas facilita la liberacién de neurotransmisores

debido a la entrada de Ca?* (Alkondon, Rocha, Maelicke y Albuquerque, 1996).

Los receptores a7 también se encuentran localizados de manera extra-sinaptica. En
regiones preterminales causarian despolarizaciones locales, favoreciendo la generacion
de un potencial de accidbn que tendria como consecuencia la liberacion de

neurotransmisor. Esta distribucidn se ha reportado en sinapsis GABAérgicas, donde
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despolarizaciones locales mediadas por nAChRs activarian canales activados por voltaje,
favoreciendo el flujo de Ca?* al interior de la neurona, lo cual tendria como consecuencia

liberacién de GABA y la mediacion de mecanismos inhibitorios (Dani y Bertrand, 2007).

La subunidad a7 es codificada por el gen CHRNAY localizado en el cromosoma 15, este
gen contiene 10 exones. Sin embargo, en humanos se encuentra una duplicacién parcial,
formando un nuevo gen CHRFAMTYA, el cual incluye a los exones 5 al 10 con DNA
adicional y se localiza a 1.6 Mb del gen CHRNA7. Se ha determinado que CHRFM7A se
transcribe de manera eficiente pero se traduce pobremente en el péptido dupa7 (Leonard
y Freedman, 2006).

Se ha determinado que la subunidad a7 y el producto del gen duplicado, dupa7, pueden
formar receptores funcionales. Esto se determiné mediante la técnica FRET (Forster
flourescence energy transfer), la cual permite la deteccion de proteinas que se
encuentran a menos de 12 nM de distancia. Mediante técnicas de electrofisiologia se
pudo determinar que ambas subunidades forman canales funcionales, en ovocitos de
rana se co-expresaron subunidades a7 y dupa7, lo cual provoco una reduccion de las
corrientes generadas por acetilcolina en un 30%. Esto sugiere que la presencia de dupa7
en un receptor disminuiria el paso de iones a través del canal. Los ovocitos que
expresaban ambas subunidades mostraron menor marcaje mediante ['?%1]-0-

Bungarotoxina (Sinkus et. al. 2015).

El locus 15913-q14 se ha visto asociado a esquizofrenia en diversas poblaciones,
incluyendo sujetos europeos, chinos y africanos, entre otros. Este locus contiene al gen
que codifica para la subunidad a7. En la regién promotora del gen se han descrito
diversos polimorfismos que correlacionan con la presencia del padecimiento, asi como
con las deficiencias en la onda p50 presentes en estos pacientes (Leonard y Freedman,
2006). Asimismo, este locus también contiene al gen parcialmente duplicado de la
subunidad a7 (CHRFAM7A). Se ha reportado que un polimorfismo de este gen que
consiste en una delecién de dos pares de bases en el exén 6 se asocia con esquizofrenia,

tanto en poblacién afro-americana como en caucasicos (Sinkus et. al. 2009)
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Por otro lado, se ha encontrado que los pacientes con esquizofrenia muestran una menor
expresion del receptor a7 en el hipocampo, corteza del cingulo, Iébulo frontal y nucleo
reticular del talamo. (Olincy y Stevens, 2007). Como se ha mencionado anteriormente, la
actividad de estos receptores esta asociada con la correcta funcién cognitiva; en
pacientes con esquizofrenia, la reduccion del numero de receptores a7, aunado al
malfuncionamiento debido a mutaciones, podria ofrecer una explicaciéon a la alta
prevalencia de tabaquismo en estos pacientes, siendo un intento de mejorar la actividad
de los receptores, teniendo consecuencias en la sintomatologia cognitiva. En este
sentido, Mexal et al. (2010), identificaron que pacientes con historial de tabaquismo
mostraban niveles similares a fumadores controles, en el RNAm y el receptor a7. Ambos
indicadores estan disminuidos en tejido de pacientes con esquizofrenia sin historial de
tabaquismo, en comparacién con controles no fumadores. Los autores discuten que el
consumo de nicotina mejora mecanismos celulares de ensamble y trafico de dichos

receptores (Mexal et al., 2010).

Estudios farmacolégicos apoyan el involucramiento del receptor a7 en la sintomatologia
cognitiva de los pacientes. Agonistas especificos a este receptor como DMXBA y TC-
5619 han sido probados en pacientes con esquizofrenia, donde han mostrado efectos
deseables en memoria de trabajo, asi como mejoras en capacidades atencionales y en
el filtrado sensorial que se describe por la onda P50; también existen efectos modestos
en la mejora de sintomas negativos. Ambos farmacos muestran ser bien tolerados por
los pacientes (Lieberman et al., 2012; Martin y Freedman, 2007). Otro estudio evalué la
administraciéon de colina y galantamina a pacientes con esquizofrenia, este ultimo es un
modulador alostérico positivo de los receptores a7. Los pacientes mantenian un
tratamiento con antipsicoticos de segunda generacion. Los resultados mostraron un
mayor efecto benéfico de sintomas cognitivos y funcionalidad general (Deutsch, et al.,
2013).

La red neuronal por defecto se muestra desactivada durante el procesamiento de

informacion relevante para una tarea, y se compone de regiones como la corteza
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cingulada anterior y la insula bilateral, de manera interesante, se ha encontrado que los
pacientes con esquizofrenia muestran niveles reducidos del receptor a7 en la corteza
cingulada anterior; ademas, se ha demostrado un aumento del flujo cerebral hacia estas
regiones, y una mejor conexion entre esta red y otras estructuras cerebrales tras el

consumo de nicotina (Smucny & Tregellas, 2017).

Se evalud un agonista parcial del receptor a7, nombrado EVP-6124 en pacientes con
esquizofrenia. Los resultados indicaron mejoras en potenciales evocados, incluyendo la
medida atencional p300, asi como marcadores de saliencia sensorial. Evaluaciones
neuropsicoldgicas permitieron encontrar mejoras en tareas de aprendizaje no-verbal,
memoria y funciones ejecutivas. Actualmente no existe ningun farmaco aprobado por la
FDA (Food and Drug Administration) que tenga como blanco el tratamiento de las
deficiencias cognitivas en esquizofrenia, no obstante, algunos de los compuestos
mencionados son evaluados en ensayos clinicos de fase Il (Preskon et al., 2014). Por
esta razon resulta relevante evaluar el efecto de la nicotina en un modelo de esquizofrenia

validado, asi como evidenciar el impacto de este farmaco en los receptores a7.
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3. MODELO DE ESQUIZOFRENIA POR LESION NEONATAL DEL HIPOCAMPO
VENTRAL

La validez aparente, validez de constructo y validez predictiva del modelo de
esquizofrenia por lesién neonatal del hipocampo (NVHL, por sus siglas en inglés) es
robusta (Genis y Lopéz-rubacava, 2011). Existe un amplio grupo de investigaciones que
utilizan el modelo NVHL, todas éstas lo identifican como un modelo util en la investigacion
de caracteristicas conductuales, neuroquimicas, neuroanatémicas, celulares vy

moleculares relevantes para esquizofrenia.

La conceptualizacion del modelo NVHL se basa en la hipotesis etiolégica del
neurodesarrollo (Lipska y Weinberger, 2002). Como se describié previamente, dicha
hipétesis postula que la esquizofrenia es la manifestacion de alteraciones en el desarrollo
temprano (prenatal y/o postnatal) del sistema nervioso; la expresion de sintomas
psicoticos en la adultez ocurre en concordancia con procesos finales de maduracion, ante
estas nuevas demandas se hacen evidentes las afectaciones acumuladas desde los
periodos tempranos de desarrollo (Birnbaum y Weinberger, 2017). Un amplio grupo de
evidencias soportan esta teoria, incluyendo evidencia epidemioldgica y neuroanatomica,
de manera reciente se han sumado datos genéticos y epigenéticos, los cuales senalan
cambios moleculares en el desarrollo fetal del cerebro como factores de riesgo para

desarrollar esquizofrenia (Weinberger, 2017).

El modelo NVHL se genera mediante una lesidén en la porcion ventral del hipocampo en
el dia 7 postnatal. La localizacién de la lesidn responde a evidencias obtenidas con
técnicas de imagenologia, como un aumento en el tamafo de los ventriculos laterales,
asi como reducciones bilaterales del volumen hipocampal, dichos cambios morfoldgicos
son reconocibles en pacientes cronicos, asi como en pacientes con primer brote psicotico
(Heckers, 2001). Los resultados indican que el curso del trastorno no modifica el volumen
del hipocampo, lo cual sugiere que las afectaciones en este circuito estan determinadas
desde periodos tempranos del desarrollo (Adriano, Caltagironeb y Spalletta, 2012). Es

importante sefalar que la porcion ventral del hipocampo en roedores corresponde al
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hipocampo anterior en humanos, y se ha visto relacionado con el procesamiento de
respuestas emocionales y de estrés, esta subregién se comunica de manera importante
con la CPF, la amigdala y el nucleo accumbens (Fanselow y Dong, 2010); dichas
estructuras se identifican en la patofisiologia del trastorno. Por otra parte, la temporalidad
de la lesion se debe a su correspondencia con el tercer trimestre de gestacion en
humanos, en este periodo ocurren importantes eventos de desarrollo y conectividad

hipocampal (Tseng, Chambers y Lipska, 2009).

A lo largo del desarrollo de los animales NVHL comienzan a mostrar un fenotipo
conductual que mimetiza los sintomas presentes en esquizofrenia. Como modelo de
sintomas positivos se ha descrito una mayor respuesta a agonistas dopaminérgicos, asi
como hiperresponsividad a estrés (Tseng, Chambers y Lipska, 2009). Las alucinaciones
auditivas pueden ser el resultado de afectaciones en la sincronizacién neural de cortezas
auditivas primarias y secundarias, mediante técnicas de electrofisiologia e imagenologia
se ha confirmado actividad aberrante en dichas cortezas en pacientes con esquizofrenia.
Mediante la evaluacion de potenciales de campo local se pudo determinar afectaciones
en la actividad neural de animales NVHL, dichas afectaciones estaban circunscritas a la
corteza auditiva posterior, la cual es una corteza auditiva secundaria que permite la

integracion de estimulos sonoros (Li, et al., 2018).

Las ratas NVHL invierten menos tiempo en interacciones sociales y mantienen mas
conductas agresivas, lo cual recuerda a la sintomatologia negativa en esquizofrenia
(Becker, Grecksch, Bernstein, Hollt y Bogerts, 1999). También muestran deficiencias
cognitivas que incluyen problemas en inhibicion del prepulso, potenciales evocados con
topografia alterada, y déficits en memoria de trabajo (Risterucci et al., 2005; Romero-
Pimentel et al., 2014; Chambers, Moore, McEvoy y Levin, 1996).

El modelo NVHL también replica la cronologia del trastorno, ya que presenta las
deficiencias cognitivas y mimetiza sintomas negativos en etapas de adolescencia
temprana. Una vez que los animales llegan a la adultez comienzan a mostrarse los

similes de sintomas positivos (Tseng, Chambers y Lipska, 2009).
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Como se ha mencionado, los pacientes con esquizofrenia muestran afectaciones
funcionales y anatémicas en regiones corticales e hipocampales, las cuales también son
reconocibles en estos animales. El modelo NVHL mostré hiperresponsividad ante un
ambiente novedoso, seguido de un aumento en la expresion del marcador de actividad
neuronal c-fos, este resultado fue particular a la CPF y el hipocampo (Monfil, et al., 2017).
De manera consistente, se mostraron disminuciones en el marcador NRP/B (una proteina
de matriz nuclear, importante en el desarrollo temprano del sistema nervioso), asi como
disminuciones en NeuN (antigeno que identifica neuronas maduras) en diferentes edades
de animales NVHL. Estas alteraciones se identificaron mediante Western blot e

inmunohistoquimica en la corteza, el hipocampo y el estriado (Tian, et al., 2016).

Como antecedentes directos, en estudios previos del laboratorio se evaluo la morfologia
de neuronas granulares del hipocampo y de neuronas piramidales de porciones frontales
corticales en ratas NVHL con tratamiento crénico de nicotina. Las neuronas granulares
del hipocampo mostraron importantes decrementos en el area de soma
(F[1,103]=589.474, p<0.001) y diametro de soma (F[1,103]=62.377,p<0.001). Las
neuronas granulares descritas mostraban de 2 a 4 dendritas primarias, las cuales no
mostraban diferencias en longitud en comparacion a los controles (Figura 1). La
administracién de nicotina no tuvo efecto en los parametros evaluados. En la Figura 2 se
muestran imagenes de neuronas granulares del hipocampo de cada grupo (Ostos-

Valverde, 2015, tesis de licenciatura).

Las neuronas piramidales fueron tomadas de regiones frontales, incluian porciones de la
corteza infralimbica, de las cortezas motoras y corteza primaria somatosensorial. Estas
neuronas tuvieron diferencias significativas en la longitud de las dendritas entre el modelo
NVHL y control (F[1.155]=9.332, p<0.05). El area del soma mostro diferencias segun la
condicion del grupo y del tratamiento con nicotina (F[1,155]=3.954.p<0.05). Por su parte,
el diametro del soma también tuvo efecto dada la interaccion del grupo y la droga
(F[1,150]=10.648,p=0.001). La Figura 3 resume los resultados. Estos datos indican que

la lesién temprana del hipocampo dejé consecuencias morfolégicas en la conformacion
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somatica y dendritica de las neuronas piramidales corticales. La administracién cronica
de nicotina mostré un efecto en la morfologia piramidal de los animales NVHL que fueron
tratados. Por su parte, los animales Sham con administracién de nicotina no mostraron
cambios respecto al grupo Sham con salina. En la Figura 4 se muestran imagenes

representativas de las neuronas piramidales (Ostos-Valverde, 2015, tesis de

licenciatura).
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Figura 1. Analisis cuantitativo de las neuronas granulares del hipocampo. En el grafico
A se muestra la cuantificacion del area del soma., las ratas Sham mostraron un area
promedio de 190.534 ym? (SEM=9.316 um?), mientras que los animales NVHL muestran
un area de 91.021 ym? (SEM= 8.929 um?). Se sefialan diferencias significativas entre el
modelo de esquizofrenia y el grupo control. En el panel B se muestra la cuantificacion del
diametro mayor del soma, los animales Sham mostraron un diametro promedio de 21.316
pum (SEM= 0.703 um), y las ratas NVHL de 13.627 uym (SEM=0.674 um), en este caso
tampoco hubo efecto dado el tratamiento de nicotina. En la grafica C se muestra la
cuantificacion de la longitud de las dendritas primarias. El promedio de longitud en el
grupo Sham es de 130,003 um (SEM=5.433 ym) mientras que el grupo NVHL tiene valor
promedio de 118.772 ym (SEM=5.207 pm), en este caso no se mostraron diferencias
segun el grupo o el tratamiento con nicotina.
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Figura 2. Fotografias representativas de las neuronas granulares hipocampales en los 4
grupos experimentales. Se analizaron 18 neuronas en el grupo Sham-salina, 40 en el
grupo Sham-nicotina, 19 en el grupo NVHL-salina y 35 en el NVHL-nicotina. La flecha
sefala los somas celulares donde se evidencian las diferencias en el area y diametro del
mismo. La administracion de nicotina no afecta la morfologia celular en ninguno de los
grupos.
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Figura 3. Andlisis cuantitativo de neuronas piramidales de corteza. En el panel A se
muestran los resultados de la cuantificacion del area de soma. El area de soma para cada
uno de los grupos fue: Sham-salina 269.714 ym? (SEM=17.750 um?), Sham-nicotina
266.206 um? (SEM= 13.749 um?), NVHL-salina 212.230 um? (SEM= 14.106 pm?), NVHL-
nicotina 266.460 um? (SEM=11.833 um?). El andlisis post-hoc revel6 diferencias entre el
grupo NVHL que fue tratado con solucion salina y el resto de los grupos. En el panel B
se muestra el diametro de soma, en el grupo Sham-salina la media fue de 22.690 pm
(SEM=0.916 um), Sham-nicotina 20.922 ym (SEM=0.710 um), NVHL-salina 18.980 um
(SEM=0.728 um), NVHL-nicotina 22.144 uym (SEM=0.641 um). La medicion de la longitud
de las dendritas primarias basilares esta indicada en el panel C, los datos que se
obtuvieron por grupo son: Sham-salina 64.723 pm (SEM=4.252 pm), Sham-niicotina
67.540 pm (SEM=3.194 uym), NVHL-salina 51.214 ym (SEM=3.279 pm), NVHL-nicotina
60.357 ym (SEM=2.619 um).
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Figura 4. Fotografias representativas de las neuronas piramidales de la corteza, en los 4
grupos experimentales. Para el analisis se utilizaron 31 neuronas en el grupo Sham-
salina, 45 en el grupo Sham-nicotina, 40 de animales NVHL-salina y 53 de animales
NVHL-nicotina. La flecha sefiala los somas celulares de las neuronas en cada grupo. Los
resultados indican que los animales NVHL con administracién de salina mostraron menor
longitud de dendritas basilares, asi como menor diametro y area de soma. El tratamiento
con nicotina en los animales NVHL promovié una normalizacion de la morfologia celular
cortical.

En linea con estos resultados, Ryan y cols. (2013) reportaron una disminucion de la
longitud de dendritas, asi como menor numero de espinas dendriticas, en neuronas
piramidales corticales, ademas identificaron modificaciones en corrientes miniatura
postsinapticas, tanto excitatorias como inhibitorias en porciones corticales de animales
NVHL. Dicho reporte suma evidencias a favor de un desbalance excitatorio-inhibitorio
cortical como sustrato de las deficiencias cognitivas en esquizofrenia (Ryan, Bhardwaj,
Tse, Srivastava y Wong, 2013). Aunado a esto, nuestros resultados evidencian que la
administraciéon cronica de nicotina podria mediar sus efectos pro-cognitivos teniendo
como blanco las regiones frontales corticales, debido a que las neuronas piramidales de

estas regiones mostraron una importante recuperacién morfoldgica
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JUSTIFICACION

Los sintomas cognitivos predicen la funcionalidad de los pacientes, sin embargo, el
tratamiento de estas deficiencias se ha mantenido sin atencién farmacologica desde la

descripcion formal del trastorno.

Es de gran relevancia determinar si la administracién cronica de nicotina ayuda a revertir
las deficiencias cognitivas presentes en un modelo animal de esquizofrenia, lo cual daria
apoyo a la hipétesis de automedicacion con nicotina. Consecuentemente es relevante
determinar cual es el impacto de la administracion cronica de este farmaco a nivel
molecular, particularmente en el receptor a7. Este receptor se muestra alterado en
pacientes con esquizofrenia y muestra caracteristicas farmacologicas que nos permiten

inferir su papel como mediador de dicho efecto pro-cognitivo.

Determinar los mecanismos que median la accion de la nicotina en los sintomas

cognitivos del modelo NVHL nos guian en la generacion de nuevos tratamientos.

HIPOTESIS

Los animales NVHL mostraran déficits cognitivos y menores niveles de expresion del

receptor nicotinico a7, tanto en hipocampo como en regiones corticales frontales.

Las deficiencias cognitivas del grupo NVHL y los niveles de expresion del receptor

nicotinico a7 se veran modificados tras la administracion crénica de nicotina.
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OBJETIVOS

General
Determinar si la memoria de trabajo se ve comprometida en el modelo NVHL y evaluar si
la administracion cronica de nicotina impactara en la memoria de trabajo, asi como en los

niveles de expresion del receptor nicotinico a7

Particulares

1. Evaluar la memoria de trabajo de los animales NVHL mediante la ejecucién de
una tarea de laberinto radial.

2. Determinar si la administracion crénica de nicotina en los animales NVHL
modifica la ejecucidn de una tarea de laberinto radial.

3. Evaluar por Western blot los niveles de expresion del receptor nicotinico a7 en
regiones corticales de animales NVHL tratados, y no tratados con nicotina.

4. Evaluar por Western blot los niveles de expresion del receptor nicotinico a7

en hipocampo de animales NVHL tratados, y no tratados con nicotina.
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SUJETOS, MATERIALES Y METODOS

Se generd al modelo de neurodesarrollo de esquizofrenia siguiendo la metodologia
original propuesta por Lipska, Jaxkiw y Weinberger (1993). Se obtuvieron 6 ratas
prefadas de la cepa Sprague-Dawley. Las ratas fueron manipuladas entre los dias
gestacionales 18 a 22, con el objetivo de que se familiarizaran con el experimentador y
minimizar el desconocimiento y rechazo de las crias. Cinco dias después del parto se
realizé el sexado de las crias, donde se sacrificd a las hembras de la camada para
promover que los machos alcanzaran el peso 6ptimo para la cirugia experimental.

Finalmente, cada camada quedaba conformada de 6 a 7 machos.

La cirugia se hizo en el dia 7 postnatal y se realiz6 siempre que los animales tuvieran un
peso de entre 15 y 20 gr. La anestesia se llevé a cabo mediante hipotermia, donde se
colocé alas ratas en hielo por un tiempo maximo de 20 min, se corroboré que los animales
no tuvieran respuesta a estimulos mecanicos y mostraran inmovilidad, asi como ausencia
de coloracién. Con la ayuda de un aparato estereotaxico se mantuvo fija la cabeza de
los animales, para realizar una incision en la parte dorsal del cuero cabelludo y exponer
el craneo, donde se localizé Bregma. Con esta referencia anatomica se localiz6 el
hipocampo ventral con las coordenadas AP :-3.0 mm, ML: +- 3.5 mm, se llevd a cabo la
trepanacion con la ayuda de una aguja de 20 ga, una vez en el tejido cerebral se deprimio

la aguja de inyeccion -5.0 mm, para alcanzar la porcion ventral del hipocampo.

Con una jeringa Hamilton se inyectaron 3 ul de acido iboténico (10 ug/upl en liquido
cerebroespinal artificial). Este acido es un agente neurotdéxico que promueve la muerte
celular del tejido circundante, lesionando el hipocampo ventral y generando animales del
grupo NVHL. A otro grupo de animales se les inyectd con 3 pl de liquido cerebroespinal
artificial generando animales del grupo Sham o de lesion falsa. La aguja se mantuvo en
el sitio de inyeccion por 3 min para evitar que el liquido se retrajera y lesionara un sitio
diferente al hipocampo ventral. De cada camada se seleccionaron animales de manera

aleatoria para llevar a cabo la cirugia NVHL o Sham.
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Se suturd a los animales una vez que el hipocampo fue intervenido de manera bilateral.
Las ratas fueron retiradas del equipo estereotaxico y se les aplicé calor para promover su
recuperacion. Una vez que mostraban motilidad y la coloracién corporal pasaba de palido
a rosado se regresaron con su madre. Los animales se mantuvieron en el bioterio con
sus madres hasta el dia postnatal 25, después se distribuyeron segun la condicién
experimental a la que fueron asignados en la cirugia. Los animales se evaluaron con la
tarea de laberinto radial, la cual fue seguida de una administracién crénica de nicotina.
Se generaron un total de 20 animales con lesion falsa o Shamy 19 animales NVHL. Una
descripcion detallada de la metodologia llevada a cabo para generar el modelo NVHL se

encuentra en el articulo de Brady (2016).

Para completar los objetivos respecto a la cuantificacion del receptor a7 se utilizaron
tejidos de los 39 animales generados en este proyecto (19 NVHL, 20 Sham; una vez que
habian terminado la evaluacion conductual), asi como los tejidos cerebrales obtenidos de

los animales utilizados en un estudio previo (Ostos-Valverde, 2015, tesis de licenciatura).

Se contaba con 900 mg de tejido hipocampal y 900 mg de tejido de corteza. Los animales
se sacrificaron por decapitacién, previa anestesia con Pentobarbital (1ml/kg). El tejido
cerebral fue extraido y congelado con nitrégeno liquido, para preservarse a — 80 °C. El
tejido de hipocampo o corteza fue procesado de manera independiente para aislar

membranas y detectar el receptor nicotinico por la técnica de Western blot.

También se obtuvieron cerebros enteros, los cuales fueron fijados y conservados a — 80
°C. Después de corroborar signos de anestesia en los animales se llevé a cabo la
perfusion intracardiaca con solucion salina y paraformaldehido (4% en PBS),
posteriormente se extrajeron los cerebros del craneo y se mantuvieron en
concentraciones progresivas de sacarosa (10%, 20% y 30%) para crioprotegerios. Una
vez que los encéfalos precipitaron en la ultima concentracion de sacarosa, se congelaron

en hielo seco y se mantuvieron en congelacion a -80°C.

33



1. EVALUACION CONDUCTUAL

Cuando las ratas alcanzaron una edad similar a la adolescencia tardia (dia postnatal 50)
se comenzo la evaluacién conductual. La importancia de realizar este tipo de evaluacion
radica en que se puede identificar si los animales NVHL presentan caracteristicas que
mimetizan los sintomas presentes en los pacientes con esquizofrenia. Como ya se ha
mencionado el modelo NVHL replica las deficiencias en memoria de trabajo presentes en
los pacientes (Chambers, Moore, McEvoy y Levin, 1996., Ostos-Valverde, 2015, Tesis de
Licenciatura). Si algun animal no presenta estas deficiencias podria indicarnos que la

lesidon no se realizé correctamente.

La tarea conductual consistio en la ejecucion de laberinto radial para evaluar memoria de
trabajo (Barch & Smith, 2008). El laberinto consiste en una plataforma central a la cual
estan conectados 6 brazos, para acceder a cada uno de los brazos siempre sera
necesario regresar a la plataforma central. Cada uno de los brazos contaba con un
contexto diferente, lo cual permitia que el animal guiara su conducta mediante estas

sefales contextuales.

La visita a cada uno de los brazos se encuentra reforzada por la presencia de cereal de
chocolate, sin embargo, el reforzador solo sera encontrado en la primera visita, por lo que
visitas subsecuentes a un mismo brazo se contabilizan como errores. En esta tarea la
ejecucion ideal consiste en la visita consecutiva de 6 brazos diferentes, sin repetir la

entrada a ninguno de ellos.

Dado que al regresar a la plataforma central el animal se encuentra con las 6
posibilidades de brazos, incluyendo aquellos que ya visito, el sujeto tendra que almacenar
la informacion de aquellos brazos en los cuales ya no encontrara reforzador y en cuales

de ellos aun estara disponible el cereal.

Para lograr que los animales se mostraran motivados para realizar la tarea se

mantuvieron con alimentacion restringida a 1 h de acceso a comida al dia, y acceso ad
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libitum a agua, dicha restriccion alimenticia se inicié 2 semanas antes de comenzar con
la evaluacién conductual, y se mantuvo hasta finalizar todas las fases de entrenamiento.
Las sesiones fueron realizadas en un cuarto silencioso, en el cual se dejaba a los
animales 15 min antes de la sesién para que se aclimataran al contexto. El laberinto no
se movio a lo largo de todas las sesiones, y era limpiado con alcohol al 10% entre cada
uno de los animales evaluados. La ejecucién fue videograbada con ayuda del software
Any-Maze (San Diego Instruments Co. San Diego, USA). La evaluacion conductual
consistio en tres fases de entrenamiento: 1) Entrenamiento de eleccion libre, 2)

Entrenamiento con interrupciones, 3) Entrenamiento con administracion de nicotina.

En la primera sesién los animales fueron expuestos al cuarto experimental y al laberinto
sin reforzador durante 10 min, esto para promover habituacion y evitar muestras de

ansiedad en las sesiones de entrenamiento.

En la fase de entrenamiento con eleccion libre el animal fue colocado en la plataforma
central, confinado mediante una guillotina, la cual se levanté 10 seg después de que el
animal fue colocado. Una vez liberados se les permitio la eleccidon de cualquiera de los
brazos. El ensayo termin6é cuando el animal visitaba cada uno de los 6 brazos al menos
una vez o se mantenia en el laberinto por un maximo de 300 seg. Cada sesion consistia
en un ensayo por animal, y solo habia una sesion por dia. Después de 8 sesiones los

animales comenzaron la segunda fase. Se obtuvieron diversas medidas conductuales:

e Tiempo total de ejecucion.

e Tiempo promedio de visita a un brazo.

e Errores. La ejecucion ideal del laberinto consiste en la entrada a los 6 brazos sin
repetir la entrada a ninguno, visitando un brazo nuevo en cada ocasién. Por lo
tanto, mas de 6 visitas en el periodo de la sesion constituye errores, ya que los
animales reingresan a brazos sin reforzador.

e Tiempo de error donde se cuantifica el tiempo promedio gastado en visitas a

brazos sin reforzador.
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e Entradas antes de repetir (EAR), es decir el numero de brazos con reforzador
visitados antes de reingresar a un brazo sin reforzador. Esta medida es un
indicador de la capacidad de la memoria de trabajo de los animales, ya que nos

indica cuantos elementos puede almacenar el animal antes de cometer un error.

En la fase de entrenamiento con interrupciones los animales fueron confinados en la
plataforma central después de la tercera eleccion de brazo. El confinamiento afiadia un
reto mayor a la ejecucion, ya que durante diferentes intervalos de tiempo (10s, 30s, 90 s
o 180 s.) los animales tenian que almacenar la informacién de los brazos que ya habian
visitado. Todos los animales fueron evaluados con todos los diferentes valores de las
interrupciones de manera contrabalanceada. Una vez que el animal elegia los 6 brazos
diferentes o que habia ejecutado activamente durante 300 segundos era retirado del

laberinto. Los parametros medidos en esta fase fueron:

e Tiempo de completamiento de laberinto

e Tiempo promedio de visita a un brazo

e Errores totales

e Tiempo promedio de error

e Entradas antes de repetir (EAR)

e Tiempo de ejecucion previo al confinamiento

e Tiempo de ejecucion posterior al confinamiento

e Errores de brazos visitados previos al confinamiento

e Errores de brazos visitados posteriores al confinamiento

Finalmente se inicid con la fase de administracion de farmacos, donde tanto los animales
NVHL como los animales Sham fueron asignados al azar a un grupo de administracion
cronica de nicotina o solucion salina. La administracion consistio en dos inyecciones
subcutaneas al dia (0.5 mg/kg), teniendo una administracion total de 1 mg/kg al final de
dia, se ha reportado que esta dosis mimetiza el alto consumo de nicotina presente en los
pacientes con esquizofrenia, llegando a niveles plasmaticos de 25 ng/ml (Matta et al.,
2006). Una vez que los animales habian cumplido con dos semanas de administracion
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se reinicio la evaluacion conductual mediante el entrenamiento con interrupciones, las
medidas conductuales obtenidas fueron las mismas que en la fase anterior. Al finalizar

esta sesion se contaba con 4 grupos experimentales;

Animales Sham con administracion de solucion salina= 10
Animales Sham con administracion de nicotina=10

Animales NVHL con administracién de solucion salina=10

B nh =

Animales NVHL con administracion de nicotina=9

2. CORROBORACION DE LESION

Una vez que fue finalizada la evaluacién conductual se procedi6 a la obtencion de tejido
neural. 13 animales Sham y 12 animales NVHL fueron perfundidos intracardiacamente
para obtener su cerebro. Los animales fueron anestesiados con pentobarbital, una vez
que no mostraban respuesta ante un estimulo nocioceptivo (presion en la cola) se
procedid a exponer la cavidad toracica. Se insertd una aguja en el ventriculo izquierdo
del corazdn, mediante la cual se dejé pasar solucién salina a través del sistema
circulatorio de los animales, permitiendo lavar los vasos y capilares. Finalmente se utilizd
PFA 4% en PBS como solucion fijadora. Los encéfalos fueron crioprotegidos en

concentraciones crecientes de sacarosa en PBS y almacenados a -80°C.

Para la corroboracion de la lesion se usaron los cerebros de 3 animales Sham y 3
animales NVHL. Se obtuvieron cortes coronales de 40 um que incluian al hipocampo en
el eje antero-posterior. Se realizé la tincidon de hematoxilina-eosina, la cual permite
identificar el nucleo como el citoplasma de las células y de esta manera identificar la

densidad celular en la zona de interés.

Los tejidos fueron rehidratados progresivamente con xileno, alcohol 100%, alcohol 96%,
alcohol 80% y agua, para posteriormente sumergirlos en hematoxilina, después de
realizar lavados el tejido fue sumergido en eosina. Finalmente se deshidrataron con

alcohol en concentraciones crecientes y se montaron en Entellan.
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3. WESTERN BLOT

Se procedio a la diseccidn de tejido hipocampal y cortical una vez que los animales
habian finalizado la evaluacion conductual. Los animales fueron anestesiados con
pentobarbital y sacrificados por decapitacion en una guillotina. El craneo fue removido
cuidadosamente para extraer el cerebro completo, el cual se enjuagd con PBS frio. Con
la ayuda de un bisturi se extrajeron porciones corticales o hipocampales. Se obtuvo tejido
de 7 animales Sham y 8 animales NVHL. El tejido se congel6 en nitrégeno liquido,
posteriormente se obtuvieron las membranas de un pool de tejidos de corteza, asi como

extracciones de un pool de tejidos de hipocampo.

Se realizaron cinco extracciones de hipocampo y cinco extracciones de corteza,
aprovechando el material biolégico obtenido de los animales utilizados en el reporte
previo (Ostos-Valverde, 2015, tesis de licenciatura), asi como del tejido de los animales

generados para este reporte.

La extraccion de proteinas de membrana se realizé mediante la técnica descrita en Miledi,
Duenas, Martinez-Torres, Kawas, y Eusebi (2004). Brevemente, el procedimiento
consiste en la homogenizacion del tejido en Buffer de Glicina acompafado de inhibidor
de proteasas, para una posterior centrifugacién de 13,000 rpm a 4°C, el sobrenadante
resultante contendra a las proteinas totales del tejido. La separacién de membranas se
realizé ultracentrifugando dicho sobrenadante a una velocidad de 49,000 rpm durante 2
h, al finalizar este paso se obtiene un pellet. El receptor a7 se encuentra principalmente
en la membrana plasmatica, es por esto que nos fue ventajoso obtener membranas,

promoviendo una mejor deteccion del receptor mediante el Western blot.

La cuantificacion de la concentracién de proteinas se realiz6 mediante el método de
Bradford. Se obtuvo un rendimiento promedio del 20 %. Para el Western blot se prepard
un gel de poliacrilamida al 10% entre dos placas de vidrio, se cargaron 15 ug de proteina
de cada uno de los cuatro grupos (NVHL-salina, NVHL-nicotina, Sham-salina, Sham-
nicotina) y se procedio a realizar una electroforesis en dicho gel, separando las proteinas
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de cada muestra segun su peso molecular. Posteriormente se hizo una
electrotransferencia a una membrana de polifloruro de vinilideno (PVDF), en donde se
detectd el receptor a7 mediante un anticuerpo selectivo para el mismo (ABCAM
ab182442, 1:2000), este fue detectado por un anticuerpo secundario, el cual estaba
conjugado con fosfatasa alcalina, con lo que pudo revelarse la presencia del receptor
(Santa Cruz SC-2034, 1:5000). Se utilizé la proteina a-actina como proteina de
referencia, esta fue identificada con un anticuerpo primario (Santa Cruz SC-1616, 1:5000)
y posteriormente con un anticuerpo secundario (Santa Cruz SC-2771, 1:5000) especifico

para el huésped del anticuerpo primario (Taylor y Posch, 2014).

Se evidencié la presencia del receptor con un kit de revelado (Biorad cat# 170-6432), se
capturé la senal de las proteinas en las membranas de PVDF, mediante un
fotodocumentador. Con ayuda del software ImagelLab (Biorad) se analiz6 la densidad de

pixeles asociada a cada marca en la membrana.

4. ANALISIS DE DATOS

Todos los datos fueron analizados usando el programa SigmaPlot 11.0. La comparacion
de la ejecuciéon de los animales en la fase de eleccién libre del laberinto radial se hizo
mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, teniendo como factor entre-
grupos el efecto de lesidn, es decir, comparando la ejecucion de los animales NVHL vs

animales Sham; y como efecto intra-grupos los bloques de las sesiones.

En la fase de entrenamiento con interrupciones se realizé un ANOVA de dos vias,
teniendo como factores el grupo (NVHL o Sham), y la magnitud de interrupcién en la
ejecucion del laberinto (10s, 30s, 90s o 180s). En la fase de administracion de farmacos
fue necesario utilizar un ANOVA de tres vias que nos permitiera analizar el efecto de
grupo (NVHL o Sham), el efecto de la interrupcion (10s, 30s, 90s o 180 s.), el efecto del
historial de administracién (salina o nicotina), asi como la interaccion entre estas
variables. Se utilizé la prueba de Tukey para identificar diferencias estadisticamente
significativas entre grupos particulares.
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Para realizar el analisis de la sefial del Western blot se registré el cociente de la sefial
detectada de receptor a7 sobre la de actina. El analisis de datos se llevé a cabo mediante
un ANOVA de dos vias, teniendo en cuenta el factor de grupo (NVHL o Sham) y el historial

de administracion (nicotina o salina).
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RESULTADOS

1. CORROBORACION DE LESION

La tincion histologica de hematoxilina-eosina mostro la ubicacion anatoémica de la lesion

y si se encontraba de manera bilateral en las porciones ventrales del hipocampo.

Aquellos animales que fueron expuestos a la cirugia estereotaxica y que les fue
administrado liquido cefalorraquideo artificial mostraron una morfologia de hipocampo
normal, esto era evidente desde porciones anteriores, correspondientes a -3.3 mm
relativo a Bregma, hasta regiones posteriores; en las cuales se identifica la porcion ventral
del hipocampo. En contraste, los animales a los que se les administré acido iboténico
mostraron un desarreglo en la morfologia, consistente con la region del hipocampo
ventral, mientras que la porcion dorsal del hipocampo se mantuvo relativamente intacta.
Los ventriculos laterales que acompafian al hipocampo se mostraron alargados. Este
resultado fue consistente en todos los encéfalos de animales NVHL a los que se les tind

con Hematoxilina-Eosina.

En el hipocampo de animales NVHL se observa degeneracién celular y alargamiento del
ventriculo en comparacion con el del grupo Sham (Figura 5). Todos los animales que
tuvieron administracion de acido iboténico en la cirugia estereotaxica mostraban algun
signo de degeneracion del hipocampo bilateral, por lo que ningun sujeto tuvo que ser

excluido del analisis de datos.

41



NVHL

Figura 5. Corroboracion de lesion mediante la tincion de hematoxilina-eosina. Se
contrasta la anatomia del hipocampo a lo largo del eje anterior-posterior, identificando
tres cortes anatomicos relativos a Bregma (-3.3mm, -4.5 mm, -5.6mm). En el panel
superior se muestran los modelos anatomicos del encéfalo de rata (modificado de
Paxinos y Watson, 2007). Estos modelos anatémicos permiten contrastar la morfologia
normal mostrada en los cortes del grupo Sham (panel intermedio), y evidenciar la
degeneracion celular, asi como el alargamiento ventricular de los animales NVHL (panel
inferior). En los cortes del grupo NVHL se indica con flechas las porciones del hipocampo
ventral, se resalta el impacto del acido iboténico en estas regiones, encontrando un menor
impacto en las porciones dorsales del mismo.
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2. EVALUACION CONDUCTUAL

Fase de eleccidn libre

Las deficiencias en la ejecucién del laberinto radial en los animales NVHL se hicieron
evidentes desde la primera fase de evaluacién. En las primeras dos sesiones tanto los
animales NVHL como los animales Sham visitaban alrededor de 9 brazos, pero a partir
de la tercera sesion su ejecucion se fue diferenciando. Para las ultimas sesiones los
animales Sham visitaba un maximo de 7 brazos, mientras que los NVHL se mantenian

por arriba de los 10 brazos.

El numero de entradas antes de repetir (EAR), se refiere a brazos nuevos que visitaba
un animal antes de cometer un error, y se considera una medida directa de la capacidad
de almacenamiento de la memoria de trabajo de un animal. Hacia el final del
entrenamiento (sesiones 7 y 8) los animales Sham podian almacenar la informacion de
al menos 5 brazos antes de cometer un error, mientras que los animales del grupo NVHL
almacenaban la informacién de 4 brazos en promedio (Figura 6A). El andlisis estadistico
revel6 diferencias significativas segun el grupo experimental (F[1,325]= 36.240, p<0.001);
el tiempo de entrenamiento también tuvo un impacto significativo en la ejecucion de los
animales (F[3,325]= 13.364, p<0.001). Esto quiere decir que ambos grupos mejoraron
su ejecucion a lo largo de las sesiones, aumentando el numero de brazos almacenados
conforme avanzaban las sesiones, pero siendo mas eficiente en el caso del grupo Sham.
Estos resultados nos indican una marcada deficiencia en la capacidad de

almacenamiento del grupo NVHL, la cual se mantuvo a lo largo de todo el entrenamiento.

En cuanto al tiempo total de ejecucion, los animales contaban con un maximo de 300 seg
para completar el laberinto, sin embargo, al inicio del entrenamiento utilizaban 200 seg
en promedio para completarlo. Al finalizar esta fase de entrenamiento los tiempos de
ejecucion de ambos grupos disminuyeron notablemente, se mostré un efecto significativo
segun la sesion de entrenamiento (F[3,324]= 43.406, p<0.001). Esto nos indica que
ambos grupos aprendieron a hacer mas eficiente la tarea (Ver Figura 6B). También se

encontrd un efecto por grupo (F[1,324]= 18.326, p<0.001) ya que, en las ultimas sesiones
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los animales Sham terminaban el laberinto en 103 seg (SEM=6.613), mientras que el

grupo NVHL completaba la ejecucion en 132 seg (SEM=6.613).

En el tiempo promedio que un animal pasaba en la visita a un brazo no se encontraron
diferencias significativas segun el grupo (F[1,324]= 0.0667 p=0.797), lo cual nos indica
gue ambos animales estuvieron expuestos la misma cantidad de tiempo a las sefales
contextuales de cada brazo, y un efecto de atencién no seria el responsable de las
diferencias en memoria de trabajo de los animales. El analisis estadistico revel6 un efecto
intra-sujetos, es decir, los tiempos promedios de visita a cada brazo fueron disminuyendo
al paso de las sesiones (F[1,324]= 16.688 p<0.001)

Al inicio del entrenamiento ambos grupos cometian alrededor de 3 errores, es decir
reingresaban en promedio a 3 brazos que ya no contenian reforzador. Hacia el final de
esta fase de entrenamiento los animales NVHL se mantenian reingresando a 4 brazos
sin reforzador, mientras que los animales del grupo Sham disminuyeron notablemente la
cantidad de errores, reingresando a 1 brazo en promedio. La estadistica muestra
diferencias significativas entre los grupos (F[1,324]= 38.448 p<0.001). El analisis post-
hoc indico que la cantidad de errores es diferente entre los grupos a partir de la sesion 3

y hasta el final del entrenamiento (Figura 7A).

También se evaluo el tiempo de error, es decir, el tiempo promedio que los animales
pasaban en brazos donde ya no habia reforzador. Se encontré un efecto debido al grupo
(F[1,324]= 41.393 p<0.001), asi como un efecto debido al niumero de la sesién (F[3,324]=
15.524 p<0.001). La interaccion de ambas variables también mostré un efecto
significativo (F[3,324]= 2.736 p=0.044). El analisis post-hoc indica que el tiempo de error
entre los grupos era igual al inicio del entrenamiento, sin embargo, la ejecucién entre los
grupos se fue diferenciando a partir de la tercera sesion. El grupo NVHL se mantuvo
reingresando a brazos sin reforzador a lo largo de todo el entrenamiento, sugiriendo
deficiencias en la memoria de trabajo. Los resultados respectivos a la cantidad de errores
y el tiempo de error se grafican en la Figura 7B.
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La ejecucion de la tarea sugiere que hay una afectacién en la memoria de trabajo del
grupo NVHL, similares a las deficiencias cognitivas encontradas en los pacientes con

esquizofrenia.
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Figura 6. Entradas antes de repetir y tiempo total de ejecucion en la fase de eleccion
libre. La linea azul muestra la ejecucion del grupo Sham, mientras que la linea roja indica
los valores de los animales NVHL a lo largo de las sesiones. La misma nomenclatura sera
usada subsecuentemente. Las entradas antes de repetir brazo se refiere al numero de
brazos nuevos visitados antes de cometer un error y se correlaciona con la capacidad de
almacenamiento de la memoria de trabajo. El analisis estadistico indica diferencias por
grupo (<0.001) y por sesion (<0.001). En el panel inferior se grafica el tiempo total de
ejecucion, donde se muestra que ambos grupos exploran el laberinto la misma cantidad
de tiempo en las primeras sesiones, al paso del entrenamiento los animales Sham
disminuyen sus tiempos en comparacion con el grupo NVHL (<0.001), sin embargo, el
paso de las sesiones también afecta la ejecucién en ambos grupos (<0.001).
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Figura 7. Errores totales y tiempo de error en la fase de eleccion libre. En la grafica
superior se muestra el numero de visitas a brazos sin reforzador que tuvieron ambos
grupos. Al inicio del entrenamiento ambos cometian una cantidad similar de errores, pero
conforme pasaron las sesiones, los animales Sham decrementaron este valor. El grupo
NVHL muestra deficiencias en memoria de trabajo, ya que continuaba reingresando a
brazos sin reforzador. En el panel inferior se muestra el tiempo de la sesion invertido en
brazos erréneos. De nuevo se muestra que el grupo Sham fue capaz de disminuir el
tiempo gastado en brazos sin reforzador, mientras que las ratas NVHL se mantenian
hasta 60 segundos en brazos donde ya no encontrarian reforzador. Se indican las
diferencias significativas (<0.001).
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Fase de entrenamiento con interrupciones

En esta fase los animales eran confinados en la plataforma central por periodos de 10,
30, 90, o 180 seq tras la eleccién del tercer brazo. Las interrupciones se realizaron con
la finalidad de agregar un reto mayor a la memoria de trabajo de los animales, ya que
tenian que almacenar durante el periodo de interrupcion aquellos brazos que ya habian
sido visitados. En esta fase de entrenamiento también se obtiene informacion sobre las
afectaciones que hay en la memoria de trabajo, segun la magnitud de interrupcion dada.
En reportes previos se ha encontrado que las demoras de 60 o 180 segundos producen
afectaciones moderadas en la memoria de trabajo, mientras que las interrupciones de 60
minutos producen un desvanecimiento total de la memoria de brazos visitados
(Dudchenko, 2004).

Para la medida de entradas antes de repetir se encontr6 un efecto por grupo (F[1,163]=
20.949, p<0.001), no hubo efecto segun la magnitud de la interrupcion, lo que indica que
el tiempo en confinamiento no fue suficiente para impactar en los elementos que los
animales almacenaban. Sin embargo, el efecto por grupo indica que, aunque se ponia un
reto mayor a los animales Sham, estos seguian ejecutando mejor que el grupo NVHL
(Ver Figura 8A).

El tiempo que tardaron los animales en completar el laberinto también mostré diferencias
segun el grupo (F[1,163]= 13.070, p<0.001), y segun la magnitud de interrupcién
(F[3,163]= 5.171, p<0.002), en este sentido, las interrupciones de 10 y 30 segundos
resultaban en ensayos mas breves que las interrupciones de 180 segundos, asimismo,
los animales Sham terminaban la ejecucion antes que el grupo NVHL, pero la interrupcion

de 180 seg fue similar para ambos grupos (Figura 8B).

El tiempo promedio que los animales pasaban en cada brazo mostré un efecto segun la
magnitud de la interrupcion (F[1,155]= 4.345 p=0.006), ya que a mayor confinamiento
los animales tienden a pasar mas tiempo en la visita de cada brazo. El grupo Sham
pasaban en promedio 14.9 seg (SEM=0.036) por brazo, mientras que el grupo NVHL
pasaba 12.8 seg (SEM=0.37).
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La cantidad de errores cometidos mostré un efecto por grupo (F[1,155]= 40.481,
p<0.001), mientras que la magnitud de la interrupcion no mostré efecto en esta variable.
Los animales NVHL cometian alrededor de 4 errores por sesion, sin importar el tiempo
que hubiesen sido confinadas, mientras que el grupo Sham cometia alrededor de 2
errores por sesion (Figura 9A). El tiempo que los animales invertian en brazos sin
reforzador mostré un efecto por grupo (F[1,155]= 35.278, p<0.001). El grupo NVHL
pasaba alrededor de 50 seg de la sesidn en brazos donde no encontraria alimento, este
valor se mantuvo constante sin importar la magnitud de la interrupcion. Sin embargo, los
animales Sham se vieron afectados por el tiempo de interrupcion, en este caso mostraban
tiempos de error bajos para la interrupcion de 10 seg (19.11 seg, SEM=6.6), pero cuando
la interrupcién duré 180 seg, se mantuvieron en brazos erroneos por periodos de 43 seg
(SEM=6.608), asemejando su ejecucién a la del grupo NVHL. Estos resultados indican
que la memoria de trabajo del grupo Sham se ve afectada de manera gradual, en
correspondencia con la magnitud de interrupcidbn que sea presentada, dichas
interrupciones suponen un reto mayor al mantenimiento de informacién en la memoria de
trabajo. La pobre ejecucién de los animales NVHL no se vio comprometida con la

introduccion de demoras (Ver Figura 9B).

No se mostraron diferencias significativas en el tiempo de ejecuciéon previa al
confinamiento, los animales tardaban alrededor de 60 seg en la visita a los tres primeros
brazos. El tiempo de ejecucion posterior al confinamiento mostré un efecto segun el grupo
evaluado (F[1,155]= 11.433 p<0.001) y segun la magnitud de la interrupcion (F[3,155]=
4.465 p=0.005), esto indica que las interrupciones mas largas incrementaban el tiempo
en que los animales completaban la ejecucion del laberinto, sugiriendo un reto mayor en

la evocacion de los brazos visitados.

También nos fue interesante explorar la fuente de los errores para ambos grupos, es
decir, si los reingresos a brazos sin reforzador correspondian a los primeros tres brazos
visitados, por lo tanto, los primeros en codificarse; o si era mas probable cometer errores

reingresando a brazos visitados después del confinamiento. Los resultados indican que
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la informacion codificada en la primera parte de la sesion es la mas labil, ya que ambos
grupos olvidan la informacion contextual de estas visitas y reingresan una vez que se
termina el confinamiento. Los errores cometidos por el reingreso a los primeros 3 brazos
visitados muestra un efecto por grupo (F[1,155]= 44.723 p<0.001), los animales NVHL
cometian al menos 4 errores de este tipo, sin importar la magnitud de la interrupcion, por

otro lado, los animales Sham reingresaban de 1 a 2 brazos (Figura 10A).

El anadlisis de los errores cometidos al reingresar a un brazo visitado después del
confinamiento indica que hay un efecto segun el grupo (F[1,155]= 16.399 p<0.001), no
se observa un efecto segun la magnitud de la interrupcion. Después de que la ejecucion
de los animales era interrumpida tenian la oportunidad de visitar 3 nuevos brazos que
aun contenian reforzador, esta nueva informacion codificada no era tan labil, ya que se
reingresaba en menor medida a estos brazos. El grupo Sham no mostraba errores de
este tipo, indicando una buena codificacion y recuperaciéon de informacion, mientras que
el grupo NVHL cometia 1.6 errores de este tipo mostrando deficiencias en la memoria de

estos brazos recién codificados. Estos resultados se muestran en la Figura 10B.
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Figura 8. Entradas antes de repetir y tiempo total de ejecucion en la fase de
entrenamiento con interrupciones. En el panel superior se muestra la medida EAR, se
observa que el numero de brazos almacenados en la memoria de trabajo se mantiene
relativamente constante para los dos grupos, los valores no se modifican segun el tiempo
que los animales fueron confinados en la plataforma central. En la grafica inferior
podemos observar que el tiempo que los animales tardan en completar el laberinto es
menor para el grupo Sham, pero si la interrupcion dura 180 segundos, ambos grupos
tardaran lo mismo, este resultado indica que la interrupcion mas larga fue capaz de
enlentecer la ejecucion del grupo Sham.
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Figura 9. Errores totales y tiempo de error en la fase de entrenamiento con
interrupciones. En la grafica superior se observa que la cantidad de errores en el grupo
NVHL se mantiene constante sin importar la duracion de la interrupcion, cometiendo mas
de 4 errores por sesion. Mientras que el grupo Sham muestra un ascenso de la cantidad
de errores mientras aumenta el tiempo de la interrupcion. En el panel inferior se observa
el tiempo que los animales destinaban a brazos sin reforzador, en todos los casos los
animales NVHL tuvieron valores mas altos, indicando una deficiencia en la memoria de
trabajo de este grupo. De manera interesante, se puede resaltar que los animales Sham
mostraron un incremento gradual de este valor, indicando que el reto en la memoria de
trabajo de este grupo se vio afectada por el grado de interrupcion. Cuando los animales
tenian una interrupcion pequena (10 segundos) la cantidad de tiempo que gastaban en
brazos erroneos era de 20 segundos en promedio, mientras que la mayor de las
interrupciones (180 segundos) les representaba alrededor de 40 segundos en brazos
erréneos.
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Errores de brazos visitados previos al confinamietno
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Figura 10. Errores de brazos visitados de manera previa y posterior al confinamiento en
la fase de entrenamiento con interrupciones. Es importante determinar si la mayoria de
los errores provienen de los brazos codificados en la primera parte de la sesién, o por el
contrario proviene de los brazos visitados después del confinamiento. En la grafica
superior se identifica que la informacion de los brazos visitados previos a confinamiento
es mas labil y produce mas errores en ambos grupos. Cabe resaltar que los animales
NVHL mantienen un alto indice de errores, mientras que el grupo Sham tiende a aumentar
la cantidad de errores mientras mas grande sea la interrupcion en el laberinto. En el panel
inferior se observa una menor cantidad de errores proveniente de informacion codificada
después del confinamiento. El grupo Sham mantiene valores cercanos a 0 sin importar el
tiempo que su ejecucion fue interrumpida. El grupo NVHL muestra errores de este tipo,
sugiriendo errores en la codificacion y almacenamiento de informacion reciente.
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Fase de administraciéon de farmacos

En esta fase los animales continuaban bajo el paradigma de interrupciones, donde
después de la tercera eleccion de brazo eran confinados en la plataforma central por los

periodos de tiempo antes mencionados.

En este caso se tienen tres variables que modifican los resultados, tanto el grupo (NVHL
vs Sham), los cuatro diferentes valores del confinamiento (10, 30, 90 o 180 seg) y el

historial de administracion de farmaco (solucion salina vs nicotina).

En el caso de las entradas antes de repetir brazo se identific6 un efecto por grupo
(F[1,184]= 5.701 p= 0.018), a pesar de no encontrar un efecto explicado por el farmaco,
o la interaccion entre la droga administrada y el grupo, en la grafica podemos identificar
un aumento en la capacidad de almacenamiento de memoria de trabajo en aquellos
animales NVHL tratados con nicotina. La ejecucion de animales Sham con administracion

de nicotina o solucion salina se mantiene constante (Figura 11A).

En el tiempo total de ejecucién se encontré un efecto debido al grupo (F[1,184]= 6.840
p=0.010). Coincidiendo con la ejecucion en las fases de entrenamiento previas, los
animales Sham completaban el laberinto en menor tiempo (103.786 +- 3.122s.) en
comparacién con el modelo de esquizofrenia (115.425 +- 3.171s). El farmaco
administrado también explicaba la varianza de los datos de manera modesta (F[1,184]=
4.633 p=0.033), en este caso un historial de administracién con nicotina predecia una

ejecucion mas rapida que un historia de administracion de solucion salina (Figura 11B).

El numero de errores totales que cometian los animales fue diferente segun el grupo al
que pertenecian (F[1,185]=40.490, p<0.001). Existe un efecto dada la interaccion entre
el grupo y la droga (F[1,185]=9.202, p=0.003). En la Figura 12A se muestra una
disminucién de la cantidad de errores en el grupo NVHL con administracion de nicotina,
sugiriendo que este farmaco podria tener un efecto positivo sobre la memoria de trabajo.

Por otro lado, el grupo Sham no mostré un efecto importante dada la administracion de
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nicotina o solucion salina, evidenciando que el efecto pro-cognitivo de la nicotina podria

observarse solo en poblaciones donde existe una disfuncién cognitiva inicial.

El tiempo invertido en brazos erroneos también mostré un efecto segun el grupo
(F[1,183]=32.482, p<0.001), asi como por la interaccién de nicotina administrada y el
grupo (F[1,183]=6.724, p=0.010). La administracion de nicotina en el grupo NVHL
provoca que estos animales disminuyan el tiempo que invierten en brazos sin reforzador
(Ver Figura 12B).

Al evaluar el numero de errores que representaban un reingreso a un brazo visitado
previo al confinamiento encontramos un efecto por grupo (F[1,184]= 28.524 p<0.001), asi
como por la interaccion entre grupo y farmaco (F[1,184]= 7.801 p=0.006). Consistente
con lo encontrado en la fase previa, identificamos que la interrupcion en la ejecucion
compromete, de manera mas importante, la informacién almacenada sobre los primeros
brazos visitados (Figura 13A). En este sentido, la administracion crénica de nicotina logré

disminuir el numero de errores en los animales NVHL)

Por otro lado, los errores debidos a reingresos de brazos visitados después del
confinamiento mostraron un efecto debido al grupo, al historial de administracion de
farmaco, asi como a la interaccion de ambas variables. La informacién de los brazos a
los que se entraba por primera vez después de la interrupcion, y que aun contenian
reforzador, no era fuente de tantos errores, siendo cercana a 0 para el grupo Sham. Por
su parte, el grupo NVHL con tratamiento de solucion salina reingresaba a estos brazos,
mostrandose una disminucién en el numero de errores en los animales NVHL que fueron

tratados con nicotina. La ejecucion de los animales se grafica en la Figura 13B.
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Figura 11. Entradas antes de repetir y tiempo total de ejecucion en la fase administraciéon
de farmaco. Los animales NVHL o Sham fueron sometidos a un periodo de administraciéon
cronica de nicotina o solucién salina, con la finalidad de esclarecer si la nicotina podria
servir como farmaco pro-cognitivo y mejorar las deficiencias que mostraba el grupo NVHL
en la ejecucion del laberinto radial. Las lineas punteadas muestran la ejecucion de los
grupos bajo la administracion de nicotina. Mientras que las lineas continuas muestran la
ejecucion control con administracién de solucion salina, la simbologia se mantendra en
graficas subsecuentes. En el panel superior se grafican las entradas a nuevos brazos
antes de cometer un error, medida que se ha relacionado con la capacidad de
almacenamiento de la memoria de trabajo de un animal. Los datos sugieren una
tendencia hacia una mejora en la capacidad de la memoria de trabajo en el grupo NVHL
que fue tratado crénicamente con nicotina. El panel inferior muestra el tiempo total de
ejecucion, los cuatro grupos terminan la tarea en 100 s. en promedio, siendo mas
eficientes los animales Sham.
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Figura 12. Errores totales y tiempo de error en la fase de administracion de farmaco. En
el panel superior se muestra la cantidad de errores que tuvieron los grupos, es claro que
el grupo NVHL pudo beneficiarse de la administracidén de nicotina, ya que se muestra una
disminucién de la cantidad de errores incuso si la interrupcion era de 180 segundos. En
el panel inferior se observa el tiempo gastado en brazos erréneos, y se replica la
disminuciéon de este valor para el grupo NVHL que fue tratado con nicotina. La
administracién crénica de nicotina no muestra un efecto notorio en el grupo Sham, el cual
ya mantenia una ejecucion con pocos errores. Ambos resultados apuntan que el modelo
de esquizofrenia podria estar mejorando su ejecucion gracias a la administracion crénica
de nicotina
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Figura 13. Errores de brazos visitados de manera previa y posterior al confinamiento en
la fase de entrenamiento con administracion de farmaco. En el grafico superior se
identifican el numero de errores cometidos dado el reingreso a un brazo visitado previo
al confinamiento. Se puede advertir que los animales NVHL con administracién de
solucion salina cometen mas errores de este tipo, mientras que los animales NVHL con
administracion crénica de nicotina muestran una reduccion de los mismos. Los animales
del grupo Sham cometen menos de dos errores por sesién, y la administracion de nicotina
o salina no afecta de manera importante su ejecucion. En la grafica inferior se muestran
los errores de brazos visitados después al confinamiento, este tipo de errores es menor
en los 4 grupos, pero se mantiene una tasa mas alta en el grupo NVHL con administracion
de salina, mientras que el grupo NVHL con administracion de nicotina se acerca a los
valores de animales Sham.
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3. WESTERN BLOT

Mediante la técnica de Western blot determinamos si los niveles de la expresion del
receptor a7 son afectados en el modelo NVHL en regiones hipocampales o de corteza

cerebral.

El anadlisis de la cantidad relativa de proteinas reveld que no habia diferencias
significativas en la expresiéon del receptor a7 en la corteza entre los diferentes grupos,
historial de administracion de nicotina o la interaccion de estas variables (F[1,27]=0.755,
p=0.394, Figura 14). Sin embargo, las imagenes representativas del revelado de
membranas muestran un ligero aumento en la expresion del receptor en los animales
NVHL con tratamiento crénico de nicotina. Cabe resaltar que la expresion del receptor
entre el grupo Sham con tratamiento de salina y el grupo Sham con tratamiento de
nicotina es muy similar, este resultado va en linea con lo encontrado en la evaluacién
conductual, donde el grupo Sham mantenia constante su ejecucion independientemente

del farmaco administrado.

En el hipocampo no se encontraron cambios en la expresion relativa del receptor a7, no
hay efecto individual de las variables, ni dada su interaccion (F[1,27]=0.326, p=0.573). En
la Figura 15 se puede advertir que la expresion del receptor nicotinico se mantiene

constante sin importar el grupo experimental o el historial de administracion.
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Figura 14. Expresion del receptor a7 en la corteza cerebral. En la parte superior se
observan Western blots representativos de la expresion del receptor nicotinico a7, y de
la proteina control (actina), en los 4 grupos experimentales. La cuantificacion revela que
no hay diferencias significativas, sin embargo se observa una tendencia hacia una mayor
expresion del receptor en el modelo de esquizofrenia tratado con nicotina (F[1,27]=0.755,
p=0.394). SS, Sham Salina. SN, Sham Nicotina. NS, NVHL Salina. NN, NVHL Nicotina
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Figura 15. Expresion del receptor a7 en el hipocampo. En la parte superior se muestran
Western blot representativos de la expresion del receptor nicotinico y de la proteina
control (actina), en los 4 grupos experimentales. La expresion relativa del receptor en el
hipocampo no se modifica en el modelo de esquizofrenia, ni por el tratamiento crénico de
nicotina (F[1,27]=0.326, p=0.573), como se puede advertir en el panel inferior la expresion
se mantuvo constante en los 4 grupos. SS, Sham Salina. SN, Sham Nicotina. NS, NVHL
Salina. NN, NVHL Nicotina
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DISCUSION

La complejidad de la esquizofrenia, incluyendo la amplia gama sintomatologica, asi como
la falta de un marco etioldgico concluyente, dificulta la conceptualizacion de un modelo
animal que incluya toda la fenomenologia del trastorno. Actualmente se han descrito
alrededor de 150 modelos animales que intentan replicar alguna o varias caracteristicas
del amplio espectro sintomatolégico y neurobiolégico presente en los pacientes con
esquizofrenia (Brady, 2016). Las manipulaciones experimentales utilizadas para generar
dichos modelos incluyen herramientas farmacolégicas, genéticas, ambientales, asi como
intervenciones en el neurodesarrollo. En este sentido, el modelo NVHL ha mostrado
replicar una amplia gama de conductas que recuerdan a los sintomas de pacientes con
esquizofrenia, asi como diferentes caracteristicas neurobiolégicas congruentes con las
reportadas en pacientes humanos. EI modelo NVHL cumple con caracteristicas que
permiten validarlo como un modelo de trabajo experimental (Genis y Lopéz-rubacava,
2011).

Los resultados sefialan que todos los animales sometidos a cirugia estereotaxica con
administracion de acido iboténico mostraron una lesion bilateral del hipocampo ventral,
evidenciado por degeneracion celular, asi como alargamiento ventricular en dichas
porciones. La corroboracion del insulto excitotéxico mostrada en estos animales replica
los cambios morfolégicos mostradas por otros grupos que utilizan el modelo NVHL
(Brady, 2016). Esta evidencia anatomica nos permite inferir que dichos animales
mostrarian el fenotipo conductual reportado en este modelo, asi como los cambios
neurobioldgicos asociados con el trastorno y descritos por varios grupos de investigacion

(Revisado por Tseng et al., 2009).

Como se ha descrito previamente, el modelo NVHL replica caracteristicas conductuales
que mimetizan a los sintomas psicéticos (p.ej. mayor responsividad a metanfetaminas),
a los sintomas negativos (evidenciado por menor tiempo invertido en interacciones
sociales) y a las deficiencias cognitivas (Tseng et al., 2009). Para los fines de este trabajo,

la evaluacion conductual de los animales se centré en los sintomas cognitivos,
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particularmente en las afectaciones a la memoria de trabajo, evaluada mediante un
paradigma de laberinto radial. Las deficiencias en memoria de trabajo de pacientes con
esquizofrenia han sido ampliamente descritas, y son consistentes a través de varios
métodos de evaluaciéon (Lee y Park, 2005). Es importante resaltar que esta funcion
cognitiva estda compuesta por varios subprocesos, los cuales son codificacion,
mantenimiento y manipulacion de informacién, y cada uno de ellos puede ser evaluado

aprovechando distintos paradigmas.

La iniciativa CNTRICS (Cognitive Neuroscience Treatment Research to Improve
Cognition in Schizophrenia) ha reconocido la importancia de las deficiencias en memoria
de trabajo en los pacientes con esquizofrenia, resaltando la necesidad de aproximaciones
terapéuticas para el tratamiento de esta funcion cognitiva. Esta tarea involucra la correcta
evaluacion de la memoria de trabajo en modelos animales, la identificacion de las
deficiencias en cada uno de los sub-procesos, asi como ulteriores manipulaciones
farmacoldgicas, e identificaciéon de los mecanismos neurales subyacentes, permitiendo

acumular evidencia pre-clinica de diversos farmacos (Dudchenko, et al., 2012).

En este sentido, el modelo NVHL replica las afectaciones en memoria de trabajo
mostrada en los pacientes con esquizofrenia. Estas deficiencias fueron evidentes en la
fase de eleccidn libre, en donde el grupo NVHL mostré mas errores, invirtio mayor tiempo
dentro de brazos que ya no contenian reforzador. La capacidad de almacenamiento de
la memoria de trabajo, mostrada en la medida EAR, se vio disminuida en el grupo NVHL.
La evaluacion de memoria de trabajo en animales NVHL ha sido reportada por varios
grupos de investigacion, obteniendo resultados consistentes con los presentados en este
trabajo (Brady, Saul y Wiest, 2010., Berg, et al., 2014., Berg, et al., 2015., Ostos-Valverde,
2015).

En una segunda fase de entrenamiento en el laberinto radial, se introdujeron demoras
(10, 30, 90 o 180 segundos) entre la entrada al tercer brazo y la ejecucién subsecuente;
por lo que los animales debian mantener la informacién de los brazos visitados durante

periodos mayores de tiempo, anadiendo un reto mayor a la realizacion de la tarea. Esta
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modificacidn se realizo con el objetivo de determinar si las afectaciones en el grupo NVHL
podian agravarse introduciendo dicha demora, asi como determinar si el sub-proceso de
mantenimiento esta afectado en el modelo. En reportes previos se ha demostrado que
interrupciones de 60 minutos producen un desvanecimiento total de la memoria de los
primeros tres brazos visitados, interrupciones de 1 o 2 minutos han mostrado efectos
modestos (Dudchenko, 2004). En el ANOVA de dos vias, que tomaba en cuenta el efecto
por grupo y el efecto del tiempo de demora, no encontramos afectaciones particulares
dada la magnitud de interrupcién en el error o latencia de error, si hubo efectos dado el
grupo evaluado, siendo mas eficiente la ejecucidén del grupo Sham. Al tomar en cuenta
unicamente la magnitud de la interrupcién encontramos que, dentro del grupo Sham
habia un efecto sobre la latencia de error, donde la interrupcién de 180 segundos produjo
las mayores latencias (F[3,79]= 3.656, p=0.016). Por otro lado, la ejecucion intragrupo de
los animales NVHL no se vio afectada por los diferentes valores de la demora
(F[3,75]=0.057, p=0.987). El hecho de que los animales NVHL no se mostraron sensibles
a la introduccién de estas demoras evidencia que la capacidad de almacenamiento no
fue trastocada dada la interrupcion; una posible explicacién es que la ejecucion de este
grupo ya evidenciaba deficiencias en la capacidad de codificar la informacion, pero el
forzar a los animales a mantener los estimulos por intervalos mayores de tiempo no
ocasiond que la deficiencia fuera mayor. Este resultado concuerda por lo encontrado por
Lee y Park en 2005, quienes al realizar un exhaustivo meta-analisis, encontraron que las
deficiencias en memoria de trabajo de pacientes con esquizofrenia se mantienen a través
de varios métodos de evaluacion (p. ej. Tareas de N-back o igualacién a la muestra
demorada), sin embargo, el meta-analisis indicé que aquellas tareas que involucraban
demoras no suponian un reto mayor a la memoria de trabajo de este grupo de pacientes;
es decir, no agravaban sus deficiencias respecto a la ejecucién control. La concordancia
entre lo observado en pacientes con esquizofrenia y la ejecucion del grupo NVHL permite
consolidar su validez aparente, replicando las deficiencias en memoria de trabajo, incluso
en el nivel de sub-procesos; donde podemos determinar que las afectaciones en memoria
de trabajo se encuentran desde periodos de codificacion de informacion, sin encontrar

afectaciones en el mantenimiento.
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Se podria discutir que la ejecucidn mostrada por el grupo NVHL se debe a deficiencias
en el aprendizaje o en el entendimiento de la tarea. Podemos notar que los animales
hacen mas eficiente su ejecucion a lo largo de las sesiones, evidenciado por un menor
tiempo de ejecucidon, menor tiempo en brazos erréneos, y un aumento progresivo en la
medida EAR, estos patrones conductuales se comportan como curvas de aprendizaje,
sin embargo, la ejecucién del grupo NVHL nunca logra ser tan eficiente como la del grupo
Sham (Figuras 6A, 6B, 7B) . Por otro lado, en la fase de entrenamiento con interrupciones
notamos que los animales NVHL cometen mas errores que involucran el reingreso a
brazos visitados en la primera parte del ensayo, evidenciando un efecto en la memoria
de trabajo; en el caso contrario, si los animales hubiesen reingresado a todos los brazos
de manera indistinta podriamos sospechar de una afectacién en el aprendizaje de la tarea
(Figura 10). Dadas estas evidencias podemos asumir que el grupo NVHL muestra

deficiencias en la memoria de trabajo.

La administracion de nicotina en el modelo NVHL también ha sido probada previamente
aprovechando otros paradigmas (Berg, et al., 2014). En este respecto, se ha intentado
elucidar si el consumo de nicotina por parte de los pacientes es mediado por un
mecanismo de auto-medicacion y mejora de sintomas cognitivos, o si por el contrario

indica una mayor propension al consumo de drogas en estos pacientes.

Una investigacion realizada por Berg y colaboradores (2014), aprovecharon el modelo
NVHL para evaluar el patron de administracion de nicotina por parte de los animales.
Usando un paradigma de auto-administracion se encontré que este grupo de animales
se mantenia mas tiempo presionando una palanca para administrarse nicotina, en el
mismo sentido, se describe que el grupo NVHL no extinguia la respuesta de auto-
administraciéon, aun cuando la presién de la palanca ya no supusiera una infusién de
nicotina. Los autores también identifican que la mayor sensibilidad a la nicotina en el
grupo NVHL se da en periodos de adultez, emergiendo junto con el resto de sintomas;
los autores relacionan ambas caracteristicas con deficiencias en la maduracion de
circuitos cortico-estriatales que explicarian una mayor propension al consumo de drogas

como un rasgo clinico propio del trastorno, y no como una caracteristica secundaria en
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respuesta al tratamiento de sintomas. En este reporte también se evalud a los animales
en el laberinto radial, donde las deficiencias en memoria de trabajo del grupo NVHL se
hicieron evidentes, a estos animales se les administro nicotina una vez al dia en una dosis
de 0.5 mg/kg. Sin embargo, esta administracién no correspondia al periodo total de
entrenamiento de los animales, por lo que los efectos pro-cognitivos de la nicotina se

mostraron con efectos moderados.

Existen otros reportes que evaluan la memoria de trabajo de animales NVHL bajo la
administracién de nicotina. La mayoria de estos reportes indican que no existe un efecto
pro-cognitivo de este farmaco, o que dicho efecto es sutil. De manera general, estos
reportes realizan administraciones agudas del farmaco, se valen de concentraciones que
no corresponde al alto consumo de estos pacientes o0 mantienen la administracion en

periodos distintos a la evaluacion conductual (Chambers, et al., 1996., Berg, et al., 2015).

Nuestros resultados muestran una disminucion de errores y latencias de error en el grupo
NVHL que mantuvo una administracién crénica de nicotina. Este efecto en la cognicién
de los animales puede deberse a que la administracion de nicotina que realizamos
intentaba mimetizar el alto consumo de tabaco reportado en estos pacientes. Por un lado,
la dosis administrada consistia en dos inyecciones subcutaneas al dia, cada una de
0.5mg/kg, elevando los niveles plasmaticos de nicotina a los correspondientes para un
fumador cronico (Matta et al., 2006). También mantuvimos la administracion de nicotina
durante un largo periodo de tiempo, es decir, los animales recibieron el farmaco en un
periodo de dos semanas, tras el cual se reinicio el entrenamiento mientras se continuaba
la administracion. Es posible que los efectos pro-cognitivos de la nicotina se hagan
evidentes siempre que su administracion sea cronica y replique las concentraciones que

mantiene esta poblacion psiquiatrica.

Las observaciones de este reporte nos permiten apoyar a la hipétesis de automedicacion
como uno de los mecanismos por los cuales se mantiene el alto consumo de nicotina en
pacientes con esquizofrenia. Sin embargo, los resultados obtenidos por otros grupos de

investigacion sugieren una mayor propension al consumo de drogas, asi como mayores
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efectos reforzantes y adictivos de la nicotina en este grupo de pacientes (Parikh, et al.,
2016; Volkow, 2009). Es importante resaltar que hay evidencias que soportan ambas
hipétesis, y cabe la posibilidad de que ambos mecanismos estén mediando el alto

consumo de nicotina en esta poblacién.

Es interesante notar que la nicotina no tuvo un impacto significativo en la ejecucion del
grupo Sham, ya que los errores y tiempos de error se mantuvieron constantes sin importar
el historial de administracion (Figura 12). En este sentido, se ha reportado que la nicotina
actua como un farmaco pro-cognitivo en diversas poblaciones neuropsiquiatricas, como
el Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad, Enfermedad de Alzheimer y
Esquizofrenia, mientras que en sujetos fumadores sanos se observa poco impacto en

funciones cognitivas, e incluso efectos adversos (Sacco, Bannon y George, 2004).

Otro objetivo del presente trabajo consistia en determinar lo cambios que seguian a la
administracién crénica de nicotina y que podrian mediar sus efectos pro-cognitivos.
Mediante la técnica de Western blot analizamos la expresion relativa del receptor a7 en
hipocampo y corteza. Nuestros resultados indicaron que la expresion relativa del receptor
se mantuvo constante en hipocampo sin importar el historial farmacolégico de estos
grupos. De manera interesante, encontramos una tendencia hacia un aumento en la
expresion del receptor en regiones corticales, este aumento se observé en animales
NVHL que llevaron un tratamiento cronico de nicotina. En el modelo NVHL se han descrito
modificaciones en la expresion del receptor nicotinico a4p2, donde se encontraron
disminuciones del receptor en regiones frontales y aquellos animales que estuvieron
expuestos a parches transdermales de nicotina mostraron un aumento de la presencia
de este receptor, tanto en regiones corticales, como en regiones estriatales (Berg et al.,
2015). En pacientes con esquizofrenia se han encontrado modificaciones en la expresion
del receptor a7 tras el consumo crénico de tabaco, en este sentido se evaluo la expresion
de mRNA mediante RT-PCR, y la expresion de la proteina mediante Western blot en
tejido de sujetos control, fumadores controles, pacientes fumadores, y pacientes no
fumadores. Los resultados indicaron un decremento en ambos marcadores en pacientes

con esquizofrenia sin historial de tabaquismo, y un aumento de estos marcadores en
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pacientes fumadores. A pesar de no alcanzar diferencias significativas, el patrén de
expresion en nuestro reporte, y en lo publicado por Mexal y colaboradores (2010)

muestran alta concordancia

El aumento de expresion del receptor a7 en la corteza de animales NVHL sugiere que las
porciones frontales del encéfalo son blancos importantes de cambios asociados a
mejoras cognitivas. Estos resultados concuerdan con la evidencia celular mostrada
previamente, donde la nicotina revierta dafios en la morfologia de células piramidales de

la corteza (Ostos-Valverde, 2015).

Este trabajo ha permitido determinar que la administracion créonica de nicotina ayuda a
mejorar las deficiencias cognitivas asociadas al modelo NVHL. No encontramos
diferencias significativas en la expresion del receptor a7, sin embargo, la representacion
grafica sugiere que estos efectos pro-cognitivos podrian estar asociados a los niveles de
expresion del receptor a7. Siguientes investigaciones deberan dilucidar la interaccion con
otros mecanismos que permitan explicar la mejora de sintomas cognitivos, centrandose

particularmente en el desbalance excitatorio-inhibitorio cortical.

En este sentido, sera interesante evaluar si existen modificaciones en la actividad de
interneuronas GABAérgicas corticales e hipocampales, ya que este tipo celular media su
actividad a través del receptor a7, y la administracion de nicotina podria modular el tono
inhibitorio. Por otro lado, se ha determinado que la subunidad a7, asi como la subunidad
B2, se encuentran en terminales que modulan la actividad dopaminérgica cortical, a su
vez, el sistema dopaminérgico facilita la respuesta de receptores NMDA mediante un
aumento en el Ca?* intracelular y la proteina cinasa A, la actividad del receptor NMDA es
fundamental para un correcto funcionamiento de neuronas piramidales corticales, y por

lo tanto, un correcto balance excitatorio (Parikh et al., 2016).

La administracion de PNU282987 (agonista total de a7) y de SSR180711 (agonista
parcial) en un modelo de neurodesarrollo de esquizofrenia (modelo MAM, Acetato de

Metilazoximetanol) logré reducir el tono hiperdopaminérgico en regiones mesencefalicas,
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como el VTA (area ventral tegmental). Cuando la infusion de dichos farmacos fue hecha
en el hipocampo ventral se redujo la actividad espontanea en neuronas dopaminérgicas
del VTA, este resultado se encontré en animales MAM (Neves & Grace, 2018). El efecto
modulador del receptor a7 podria ser esperado en regiones corticales, regulando la
actividad excitatoria-inhibitoria, dando como resultado una mejora cognitiva en pacientes

con esquizofrenia.

En resumen, el presente trabajo da apoyo a la hipotesis de automedicacion con nicotina.
La esquizofrenia es un trastorno altamente incapacitante, debido, en gran medida, a las
deficiencias cognitivas. Dichas deficiencias no son tratadas farmacolégicamente, por lo
que el alto consumo de nicotina en esta poblacion podria sostenerse por una mejora en
los déficits cognitivos y un ulterior impacto en la funcionalidad. Nuestros resultados
indican que un tratamiento crénico de nicotina ayudo a mejorar la ejecucién cognitiva de
un modelo animal de esquizofrenia, y dichos efectos podrian estar mediados por regiones
corticales cerebrales. La generacién de nuevas alternativas farmacoldgicas para esta
poblacién psiquiatrica debera importarse por los sintomas cognitivos para ofrecer una

mejor calidad de vida.
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CONCLUSIONES

1.

Los animales NVHL mostraron déficits cognitivos evidenciados por un mayor
numero de errores en la tarea de laberinto radial.

Los animales NVHL tratados con nicotina mostraron una mejora en la ejecucion
del laberinto radial.

La expresion relativa del receptor a7 no se ve significativamente modificada en
las ratas NVHL.

El tratamiento con nicotina no tiene efecto significativo en la expresion del
receptor a7. Se identificd una tendencia de aumento en la expresidon del receptor

a7 en la corteza de ratas NVHL tratadas con nicotina.
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