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1. RESUMEN

PALABRAS CLAVE: Esquizofrenia, Memoria de trabajo, Nicotina

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico que se caracteriza por 3 grupos
de sintomatologia: 1) sintomatologia positiva o psicoética; 2) sintomas negativos vy;
3) deficiencias cognitivas. Hasta el momento no existe un farmaco que pueda
tratar todo el espectro de sintomas. Los farmacos antipsicéticos han sido la Unica
alternativa de tratamiento. Sin embargo, se ha encontrado que éstos no mejoran
las deficiencias cognitivas o los sintomas negativos. Se ha registrado que los
pacientes con este trastorno consumen tabaco de manera crénica. Existen
evidencias que sugieren que este consumo puede ser un intento de
automedicacién para las deficiencias cognitivas que no son atendidas con la
farmacologia clasica. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
administracién crénica de nicotina en ratas con una lesion neonatal del hipocampo
ventral. Esta lesion genera un modelo animal de esquizofrenia, nombrado modelo
de Lesion del Hipocampo Ventral de la Rata Neonata (NVHL, por sus siglas en
inglés) que ha sido ampliamente validado. Se utilizaron ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley en condiciones estandar de laboratorio. Los sujetos fueron
entrenados en una tarea de laberinto radial. Una vez adquirida la tarea, se
introdujeron demoras en la ejecucion. Las ratas fueron confinadas durante 10, 30,
90 o 180 segundos, tras la eleccion del tercer brazo. Posteriormente, se comenzo
la administracion crénica de nicotina, dos veces al dia, en dosis de 0.5 mg/kg o
solucion salina como control. Mediante la técnica de Golgi rapido, se evalué la
morfologia celular de neuronas granulares del hipocampo, y neuronas piramidales
de la corteza. Los resultados indicaron que las ratas NVHL cometen mas errores y
gastan mas tiempo visitando brazos que ya no contienen reforzador. Al evaluar la
ejecucion con demoras, los sujetos NVHL mostraron mayores déficits. La
administracién cronica de nicotina logré revertir las deficiencias y llevo la ejecucion
de los animales NVHL a valores similares del grupo SHAM. Las neuronas
granulares mostraron claras diferencias morfologicas. En el grupo NVHL, el area
(91.02 ym?) y diametro (13.62 pm) de soma fueron mas pequefios que los valores
del grupo SHAM (190.53 ym? y 21.31 pym respectivamente); la nicotina no revirtié
estas diferencias. Por otro lado, las neuronas piramidales del grupo NVHL tuvieron
valores mas pequefios en el drea (212.23 pm?) y diametro (18.98 ym) de soma,
asi como en la longitud de dendritas basilares (51.21 um); el tratamiento con
nicotina revirtié este efecto (266.46 um?, 22.14 ym y 60.35 um, respectivamente).
Se concluye que la nicotina fue efectiva para dar tratamiento a las deficiencias en
memoria de trabajo asociadas al modelo NVHL. Este efecto podria estar siendo
mediado por las neuronas piramidales de corteza. Para identificar el mecanismo
por el cual la droga ejerce su efecto pro-cognitivo se requieren mas estudios con el
fin de precisar las bases moleculares y celulares de esta actividad farmacoldgica.



2. INTRODUCCION

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico discapacitante que afecta
alrededor del 1% de la poblacion mundial. Se caracteriza por tres grupos de
sintomas: 1) Positivos, que definen el diagndstico de la enfermedad y comprenden
alucinaciones, ilusiones y problemas de pensamiento; 2) Negativos que engloban
caracteristicas como detraimiento social, anhedonia, falta de motivacion, afecto
plano, entre otras (Wong y Tol, 2003) y; 3) Cognitivos, son crénicos y persistentes,
se relacionan altamente con la adaptabilidad del paciente. Estos ultimos se
caracterizan por amplias deficiencias en atencion, memoria, funciones ejecutivas,
entre otras (Kuperberg y Heckers, 2000). A pesar de las consecuencias benéficas
que implicaria el tratamiento de los sintomas cognitivos, pocos esfuerzos se han
hecho para ofrecer medicacion a este grupo de sintomas.

La patofisiologia de la esquizofrenia no se ha descrito de manera concluyente.
Durante muchos afos se penso6 que una hiperactividad dopaminérgica en ganglios
basales era la responsable de la expresion del trastorno. Nuevas evidencias
sugieren que este trastorno es resultado de anormalidades en el desarrollo
temprano del cerebro. Estas anormalidades impactan de manera silente la
circuiteria nerviosa en varios niveles, provocando la expresiéon de sintomas
psicoticos en periodos tardios y de sintomas negativos y cognitivos desde edades
tempranas (Owen, O’Donovan, Thapar, y Craddock, 2011).

El consumo de tabaco en pacientes con este trastorno es muy alto. Se ha
mostrado que esta alta tasa de tabaquismo puede correlacionarse con un intento
de automedicacion. Esto debido a que la nicotina ha mostrado efectos pro-
cognitivos en varias de las deficiencias cognitivas asociadas al trastorno(Kumari y
Postma, 2005).

Basados en la hipotesis de neurodesarrollo, Lipska y Weingerber (1993)
desarrollaron un modelo animal de esquizofrenia, el modelo de Lesion Neonatal en
el Hipocampo Ventral (NVHL, por sus siglas en inglés). Los animales NVHL logran
modelar varias de las caracteristicas conductuales y neurobiologicas del trastorno;
por ejemplo, menor interaccion social y amplias deficiencias cognitivas. EI modelo
también reproduce la mayor propension a consumo de sustancias observada en
los pacientes (Tseng et al., 2009).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la administracién crénica de nicotina en
un modelo de esquizofrenia ampliamente validado, para determinar si existe un
efecto pro-cognitivo de esta droga. Asimismo se intenté determinar si la lesion
temprana o la administracion de nicotina dejarian consecuencias en la morfologia
neuronal.



3. MARCO TEORICO
3.1 ESQUIZOFRENIA

El psiquiatra suizo Eugen Bleuler introdujo el término esquizofrenia a principios del
siglo pasado. El término buscaba referirse a una ruptura de la capacidad mental o
la razén (Tandon, Nasrallah, y Keshavan, 2009). Actualmente, la Organizacién
Mundial de la Salud se refiere a la esquizofrenia como un desorden mental severo,
con afectaciones profundas en el pensamiento, lenguaje, percepcion, afecto y
conducta social (OMS, 2015).

Hasta el momento no existe ningun marcador biolégico que permita confirmar el
diagnostico de esquizofrenia. El diagnostico se hace a través de la observacion de
la conducta del paciente y mediante entrevistas clinicas que se comparan con los
criterios diagnosticos enlistados en el Manual de Diagnédstico y Estadistica de
Desordenes Mentales (DSM, por sus siglas en inglés) o Clasificacion Internacional
de Enfermedad (CIE-10) (Sawa y Snyder, 2002).

Dentro de la tricotomia de sintomas de la esquizofrenia, los sintomas positivos o
psicéticos son caracteristicas ausentes en la poblacion general que se suman al
comportamiento del paciente; se presentan de manera episodica y son el principal
motivo de hospitalizacién y tratamiento. Los sintomas negativos describen la
ausencia de caracteristicas en los pacientes, que son reconocibles en individuos
normales y junto a los sintomas cognitivos se presentan de manera cronica y

persistente (Wong y Tol, 2003).

La sintomatologia puede aparecer de manera aguda. Es decir que el estado
psicético puede desarrollarse en periodos de dias o semanas o ser de inicio
insidioso, donde existe un periodo prodromico y hay un cambio gradual en la
personalidad del paciente (OMS, 1998).

Los sintomas positivos se presentan en forma de alucinaciones, ilusiones,
desorden de pensamiento y problemas motores. Las alucinaciones son
percepciones sensoriales reportadas en ausencia de un estimulo externo y que no

se comparten con otros. Generalmente éstas se presentan a manera de
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alucinaciones auditivas; los pacientes reportan escuchar voces de una o varias
fuentes que pueden ser claras o ininteligibles y expresar 6rdenes o ideas que
afectan su comportamiento, también son comunes sensaciones fisicas bizarras.
Las ilusiones se definen como falsas creencias o referencias sobre la realidad. Se
clasifican en paranoides, de persecucion, de grandiosidad o de control externo. El
desorden de pensamiento se refiere a anormalidades en el lenguaje escrito o
hablado, esto en forma de pobreza del contenido de discurso, digresion continua y
pérdida de asociaciones. Finalmente, los problemas en conducta motora se
evidencian con posiciones bizarras mantenidas por largos periodos, patrones de
movimiento repetitivos y sin direccion, actividad desorganizada e intensa seguida
de periodos de inactividad con poca reactividad a estimulos externos (Mueser y
McGurk, 2004).

Los sintomas negativos incluyen problemas en la expresion afectiva o afecto
plano, caracterizado por tono vocal monotono y poca expresion facial, pérdida de
motivacion o abulia, alogia o pobreza de lenguaje, inhabilidad para experimentar
placer, falta de iniciativa, poco interés en las actividades o apatia, asi como un
reducido interés por formar relaciones sociales. De manera general, los sintomas
cognitivos incluyen déficits en la atencidon, memoria episddica, fluencia verbal,
velocidad de procesamiento, funciones ejecutivas y memoria de trabajo, entre
otras (Tandon et al., 2009). Este grupo de sintomas sera tratado a detalle en un

apartado posterior.

La esquizofrenia tiene una prevalencia de 1.4 a 17 personas por cada 1000
habitantes en todas las poblaciones del mundo. Su incidencia anual es de entre
0.16 a 0.42 por cada 1000 personas. En la actualidad, la OMS calcula que existen
21 millones de personas a nivel mundial con este padecimiento (OMS, 2015). El
trastorno suele comenzar en periodos de adolescencia tardia o etapas tempranas
de adultez (entre los 16 y 30 afos) y esta marcado formalmente por la aparicion
de sintomas positivos (Tandon et al., 2009). Si bien este trastorno no es
directamente mortal, reduce la expectativa de vida de quien lo padece (Wong y

Tol, 2003). Este trastorno también muestra una alta comorbilidad con abuso de



sustancias como alcohol, cannabis, alucinégenos, anfetaminas o cocaina, pero es

especialmente alta la prevalencia de tabaquismo (OMS, 1998).

Hasta el momento no es clara la etiologia del trastorno. En la literatura podemos
encontrar consistencias que nos dan pistas sobre los correlatos nerviosos que dan
lugar a la esquizofrenia. Se ha encontrado una reduccién del volumen de corteza
en regiones temporales y frontales, asi como aumento en el tamano ventricular,
especialmente en los ventriculos tercero y laterales (Ho et al., 2003). También se
ha demostrado menor flujo sanguineo y actividad metabdlica en porciones
frontales del encéfalo, lo cual se relaciona con sintomatologia negativa y cognitiva
(Mueser y McGurk, 2004).

Existe un amplio cuerpo de evidencias que demuestra una afectacién hipocampal
en este grupo de pacientes. El volumen hipocampal bilateral se encuentra
reducido en personas con esquizofrenia, este hallazgo ha sido confirmado tanto
por tejidos post-mortem, como por evaluaciones volumétricas con neuroimagen
(Herold et al., 2015; Kawano et al.,, 2015). El decremento en el volumen

hipocampal afecta principalmente a la porcion anterior (Heckers, 2001).

Esta deficiencia se encuentra desde el primer episodio psicotico y se mantiene sin
cambios significativos hasta periodos crénicos del trastorno (Adriano, Caltagirone
y Spalletta, 2011). La reduccidn en el volumen del hipocampo se muestra
independiente de la accién de antipsicoticos (Tamminga, Stan y Wagner, 2010).
También se ha confirmado que familiares de pacientes con esquizofrenia

muestran afectacion hipocampal (Heckers, 2001).

Mediante técnicas de imagenologia funcional se ha demostrado reduccién de la
actividad hipocampal ante la ejecucion de tareas. Asimismo se observa una
reduccion en el metabolismo del hipocampo (Heckers, 2001). Por otro lado, los
pacientes con esquizofrenia presentan alteraciones en la conectividad entre la
corteza prefrontal y el hipocampo, evidenciado mediante analisis de redes

neurales (Tamminga et al.,, 2010). Las anormalidades en la funcionalidad del



hipocampo se han correlacionado a la expresién de sintomas positivos y

deficiencias cognitivas.

De igual forma, se han mostrado afectaciones en el hipocampo de este grupo de
pacientes a nivel histolégico y neuroquimico. Por ejemplo, se encuentra reducida
la proteina Ki-67, un marcador de neurogenesis adulta, en el giro dentado
(Tamminga et al.,, 2010). Se encuentran menores niveles hipocampales de N-
acetil-aspartato, resultado que indica menor densidad neuronal (Heckers, 2001).
La afectacion hipocampal se ha establecido como una de las anormalidades

cerebrales mas robustas encontradas en el trastorno.

3.1.1 SINTOMAS COGNITIVOS EN ESQUIZOFRENIA

Las deficiencias cognitivas son wuna caracteristica central del cuadro
sintomatoldgico de la esquizofrenia. Los déficits cognitivos son evidentes previo a
la aparicion de sintomas positivos, durante el primer episodio psicético, en
pacientes no medicados (Sanders et al., 2004), asi como en familiares sanos de
pacientes con esquizofrenia (Snitz, MacDonald, y Carter, 2006). Si bien, esta
sintomatologia se agudiza durante los episodios psicoticos, también estan
presentes durante los periodos de remisién, o que nos habla de su cronicidad
(Rund, Landro, y Orbeck, 1997).

Es bien sabido que la medicacién antipsicética clasica no da tratamiento a los
sintomas cognitivos e incluso se ha reportado que empeora la severidad de estos.
Aunado a lo anterior, existe un efecto negativo de las drogas anticolinérgicas
prescritas para tratar sintomas extrapiramidales. Por su parte, la medicacion
antipsicética de nueva generacion tampoco aporta beneficios significativos a los

sintomas cognitivos (O’Carroll, 2000).

Las deficiencias cognitivas incluyen varios dominios. Estas abarcan desde
capacidades relativamente primitivas y dependientes de regiones subcorticales

como inhibiciéon pre-pulso o potenciales evocados, hasta funciones de alto orden



dependientes de corteza como atencién, memoria de trabajo y funciones

ejecutivas (Wong y Tol, 2003).

Como ejemplo de las deficiencias dependientes de regiones subcorticales, se
encuentran deficiencias en la respuesta de alarma y orientaciéon ante estimulos
inesperados e intensos. Para evaluar lo anterior, se utiliza la tarea de inhibicién
prepulso. En la poblacion sana, un estimulo de poca intensidad (pre-pulso)
presentado previo a un estimulo intenso, reduce la respuesta de alarma ante el
segundo de ellos. Sin embargo, los pacientes con esquizofrenia no muestran esta
inhibicion, manteniendo una alta respuesta de sobresalto ante el segundo estimulo
aunque el pre-pulso este presente. Esto evidencia una deficiencia en un
mecanismo automatico e involuntario de procesamiento de informacién sensorial y

respuesta motora (Hamm, Weike y Schupp, 2001).

Otro tipo de deficiencias en esquizofrenia puede ser evaluado mediante
potenciales evocados, es decir los componentes electrofisioldgicos del
procesamiento de informacién. Por ejemplo, el potencial de disparidad (Mismatch
Negativity) es un patron de respuesta electrofisioldgica ante un estimulo dispar
presente en el contexto de estimulos repetitivos y regulares. La respuesta se
observa de 100 a 250 ms después del estimulo dispar en forma de una
pronunciada onda negativa. En los pacientes con esquizofrenia se ha mostrado
que el potencial de disparidad tiene una menor amplitud y una topografia alterada,
mostrando asi una deficiencia en el procesamiento sensorial de estimulos (Todd,
Harms, Schall y Michie, 2013).

En pacientes con esquizofrenia también se han mostrado deficiencias para filtrar
informacion sensorial relevante y una menor capacidad para inhibir respuestas
ante estimulos insignificantes y redundantes. Esto se evalua mediante la
presentacion repetitiva de estimulos auditivos y la aparicibn de una onda
electrofisiologica positiva que aparece 50 ms después del estimulo (onda p50). De
manera regular la onda p50 es menos pronunciada ante un segundo estimulo que
ante un primer estimulo con las mismas caracteristicas. En esquizofrenia la onda

p50 ante el segundo estimulo muestra un decremento modesto, este problema en
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la inhibicién de estimulos subyace a sintomas como la hipervigilancia (Bob, Vicek
y Raboch, 2014).

Déficits en atencidn son evidentes al hacer evaluaciones como el Test de
Ejecucion Continua. En dicha prueba se presenta una larga serie de estimulos y
se tiene que responder ante un objetivo particular inhibiendo la respuesta al resto
de los estimulos. Se han demostrado deficiencias tanto en pacientes con
esquizofrenia, como en sus familiares. Cuando se agregan distractores a la tarea
se observa que la ejecucion de los pacientes empeora y la de sus familiares se

iguala a la ejecucién control (Franke, Maier, Hardt, Hain y Cornblatt, 1994).

La habilidad para aprender y recordar informacién de eventos previamente
experimentados también se ve sustancialmente afectada en la esquizofrenia. Se
ha mostrado que las deficiencias en memoria se deben a problemas en la
codificacion y almacenamiento de informacién nueva. Esto principalmente en la
modalidad declarativa, donde muestran problemas para codificar informacién de
eventos o hechos. La memoria declarativa es dependiente de regiones mediales
temporales, incluyendo al hipocampo (Barch y Ceaser, 2012). Por su parte,
deficiencias en memoria procedimental, como la habilidad para aprender nuevas

habilidades motoras, son moderadas (Sharma y Antonova, 2003).

Las funciones ejecutivas incluyen habilidades dependientes de regiones frontales
como abstraccion y planeacién, razonamiento, auto monitoreo, flexibilidad
cognitiva e inhibicion de respuestas inmediatas priorizando resultados a largo
plazo. La evaluacion de las funciones ejecutivas se hace a través de pruebas
neuropsicolégicas como el Wisconsin Card Sorting Test (WCST) o el test de
Stroop, por mencionar algunas. Se ha mostrado una severa deficiencia en la
ejecucion de estas tareas en sujetos con esquizofrenia comparados con sujetos
sanos. Por otro lado las caracteristicas clinicas en esquizofrenia recuerdan las
deficiencias en funciones ejecutivas mostradas por personas con lesiones en

|6bulos frontales (Reichenberg, 2010).



La memoria de trabajo depende de la actividad de la corteza prefrontal
dorsolateral (CPFDL), region que muestra hipoactividad basal en pacientes con
esquizofrenia. Las deficiencias en memoria de trabajo en este grupo de pacientes
son evidentes tanto con estimulos verbales, como visoespaciales, donde se tiene
que mantener el estimulo en linea por un periodo breve de tiempo y manipularlo
durante la ejecuciéon (Sharma y Antonova, 2003). También se ha mostrado
reduccion de actividad de la CPFDL en pacientes y familiares de primer grado ante
tareas de memoria de trabajo (Barch y Ceaser, 2012). A manera de resumen, en
la Figura 1 podemos observar, en analisis meta-analiticos, el grado de déficit que

existe en los pacientes con esquizofrenia en varias funciones cognitivas.

Estudios de neuroimagen sugieren que las deficiencias cognitivas involucran a una
red que abarca la corteza frontal y temporal, la corteza cingular anterior, el

hipocampo y ciertas regiones subcorticales (Kuperber y Heckers, 2000).

Se ha reportado que la sintomatologia psicética correlaciona pobremente con el
prondstico de adaptabilidad de los pacientes con esquizofrenia. Sin embargo, los
déficits cognitivos predicen en buena medida la funcionalidad de los pacientes y si
seran capaces de llevar una vida independiente. Por ejemplo, las deficiencias en
memoria declarativa correlacionan con la funcionalidad social y ocupacional de los
pacientes ya que se requiere aprender y recordar nueva informacion para
sobrellevar de manera adaptativa estas actividades. Las funciones ejecutivas se
ven relacionadas con planeacion del dia, priorizacion de actividades y resolucion
de problemas; sus deficiencias se ven involucradas en las bajas tasas de empleo
de estos pacientes (Sharma y Antonova, 2003). Es por esto que el tratamiento a
los sintomas cognitivos es de suma importancia ya que indudablemente ayudaria
al mejor prondstico en este grupo de pacientes, asi como una mejor adaptabilidad

y calidad de vida.



Deficiencia promedio
04 o8 oA 10 12 14
Atencion
Funciones Ejecutivas
Memoria declarativa
Memoria de trabajo (Mantenimiento)
Memoria de trabajo (Manipulacion)
Velocidad de procesamiento
Velocidad motriz
Lenguaje

Percepcion

Puntaje neuropsicologico compuesto

Habilidad intelectual general (1Q)

Figura 1. Perfil de ejecucidon neuropsicoldgica en esquizofrenia.
Resume el resultado de estudios meta-analiticos de cada una de
las funciones cognitivas enlistadas en el texto. Un déficit leve es
indicado si el puntaje esta entre 0.2 y 0.5 desviaciones estandar
debajo de la ejecucion normal. Un déficit moderado se encuentra
entre 0.5 y 0.8 desviaciones estandar debajo de ejecucion control.
Un déficit severo se encuentra con 0.8 o mayores desviaciones
estandar por debajo de puntuaciones normativas. Como se puede
observar la ejecucion cognitiva promedio en pacientes con
esquizofrenia va de deficiencias moderadas a severas. Modificado
de Reichenberg, 2010.

3.1.2 HIPOTESIS DE ETIOLOGIA EN ESQUIZOFRENIA

La Hipdtesis Dopaminérgica sobre esquizofrenia ha sido, sin lugar a dudas, la mas
relevante tanto en la investigacion como en el tratamiento del trastorno. Se inicié
en 1950 con el descubrimiento y uso de la medicacion neuroléptica. Se comenzd
con la descripcion de los efectos del neuroléptico clorpromazina, que ayudaba a la
disminucion de la sintomatologia psicotica y disminuia la hiperactividad,
permitiendo que los pacientes dejaran la hospitalizacién (Sawa y Snyder, 2002).
Los neurolépticos tienen efecto antipsicético gracias al bloqueo de receptores

dopaminérgicos tipo D, en regiones como el nucleo accumbens y corteza
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prefrontal. Sin embargo, el bloqueo de estos receptores en regiones como el
caudado putamen, resembla a la enfermedad de Parkinson por severos efectos
secundarios como tremor, rigidez y bradicinesia. Seeman (1974) demostré que la
potencia con la que estos neurolépticos bloquean receptores D, correlaciona
directamente con la efectividad para disminuir la sintomatologia psicética
(Seeman, 1987).

Estudios posteriores mostraron que drogas como las anfetaminas, que
incrementan la disponibilidad sinaptica de monoaminas, inducian sintomas
psicoticos como alucinaciones en sujetos sanos (Howes y Kapur, 2009). Por otro
lado, se comparo la respuesta a la administracion de anfetaminas entre pacientes
con esquizofrenia y sujetos control; los primeros mostraron un incremento
sustancial en la transmision dopaminérgica y una exacerbacidén de los sintomas
positivos (Abi-Dargham, 2004).

Otras evidencias han correlacionado variantes del gen que codifica para la enzima
Catecol-O-Metiltransferasa (COMT) con riesgo de desarrollar psicosis; esta
enzima es fundamental en la degradacién de catecolaminas incluida la dopamina.
También se ha evidenciado mayor sintesis dopaminérgica estriatal con la ayuda
de L-dopa radiomarcada y, mediante técnicas de imagenologia, se ha confirmado
una mayor liberacién dopaminérgica en estriado. Los pacientes con esquizofrenia
muestran una densidad elevada de receptores D, que es independiente del uso de

antipsicoticos (Howes y Kapur, 2009).

La hipotesis dopaminérgica se ha reformulado con el paso del tiempo, ahora se
intenta describir como impacta en sintomas cognitivos y negativos. Por ejemplo, la
hipofrontalidad que se ha relacionado con deficiencias cognitivas se asocia a
menores niveles de metabolitos de dopamina en regiones frontales. Debido a esto,
la teoria describe una hiperdopaminergia en porciones subcorticales que son
responsables de sintomas positivos, coexistiendo con una hipodopaminergia en
porciones frontales responsable de sintomas negativos y cognitivos (Howes y
Kapur, 2009). Los receptores D¢ tienen una vasta densidad en corteza. En

esquizofrenia se ha mostrado un incremento en la densidad de estos receptores
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en la corteza prefrontal dorsolateral, sugiriendo un mecanismos compensatorio

ante la menor transmisién dopaminérgica de esta region (Abi-Dargham, 2004).

Aunque con menor impacto, también se han desarrollado hipoétesis etiologicas de
la esquizofrenia que involucran a otros sistemas de neurotransmision. Por
ejemplo, implicaciones del sistema serotoninérgico dado que la medicacion
antipsicotica atipica como la clozapina, olanzepina o risperidona bloquea con
mayor potencia receptores tipo 5-HT,-like que receptores D,. Los antipsicoticos
atipicos dan tratamiento tanto a sintomatologia positiva como negativa y tienen
menores efectos secundarios que la medicacion clasica. Se han observado
reducciones del receptor 5-HT,4 e incrementos del receptor 5-HT1a en cerebros de
pacientes confirmado mediante estudios de imagenologia y post-mortem
(Reynolds, 2008).

Por otro lado, existe evidencia que sugiere una actividad disminuida del receptor
glutamatérgico NMDA en esquizofrenia. Por ejemplo, el consumo de fenciclidina
(PCP) o de ketamina, potentes bloqueadores de receptores NMDA, causan
estados psicoticos en sujetos sanos, mientras que el consumo de estas drogas en
pacientes con esquizofrenia logra exacerbar los sintomas (Sawa y Snyder, 2002).
En hipocampo, corteza temporal, estriado y corteza frontal, se ha observado una
reduccion de transmision glutamatérgica. También se ha reportado
consistentemente pérdida de neuronas GABAérgicas en corteza e hipocampo,
mostrado, con menor cantidad de enzima GAD, menor sefial de proteinas que se

unen a calcio y deficiencias en parvalbumina (Reynolds, 2008).

3.1.2.1 HIPOTESIS ETIOLOGICA DE NEURODESARROLLO

Es indudable la vasta cantidad de evidencia sobre el papel del sistema
dopaminérgico en esquizofrenia. Sin embargo, la interaccion de otros sistemas de
neurotransmision logrando explicar una mayor cantidad de sintomas apunta a que
la etiologia de la esquizofrenia no se encuentra en un sélo sistema. Por otro lado,

evidencias como el hecho de que la medicacion antipsicética es inefectiva en 20 a
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30% de los pacientes (OMS, 1998) han retado la concepcion actual de la

esquizofrenia, guiando asi la investigacion hacia nuevos paradigmas.

Una nueva concepcidn sobre la etiologia de la esquizofrenia es la Hipotesis del
Neurodesarrollo. Esta apunta que los cambios cerebrales asociados al trastorno
se deben a detrimentos en el desarrollo del encéfalo en momentos pre o
perinatales que predisponen a los pacientes a un patron definido de
malfuncionamiento cerebral en la vida adulta (Pantelis, Yucel, Wood, McGorry y
Velakoulis, 2003). Rapoport y colaboradores (2012), dictan que la esquizofrenia es
el punto final de un proceso de neurodesarrollo anormal que inicia varios afios

antes del comienzo de la enfermedad.

Una clara evidencia a favor de esta hipotesis es el hecho de que eventos
perinatales adversos como preclampsia, bajo peso del neonato, atonia uterina,
anoxia o hipoxia fetal, infecciones prenatales, entre otras, se relacionan con el
riesgo a desarrollar esquizofrenia. Por ejemplo, la hipoxia fetal correlaciona con la
cantidad reducida de materia gris y el incremento de fluido cerebroespinal en

pacientes con esquizofrenia (Rapoport, Addington, Frangou y Psych, 2005).

Otra evidencia a favor de la Hipotesis de Neurodesarrollo es el hecho de que los
pacientes con esquizofrenia muestran “anormalidades fisicas menores”, es decir
anormalidades morfologicas con poca significancia funcional en la cara, manos o
pies y que suelen reflejar dafios en etapas intrauterinas de desarrollo (Tandon et
al., 2009). También se han encontrado evidencias en estudios retrospectivos,
donde se muestran signos premdérbidos sutiles en nifos que desarrollaron
esquizofrenia, como problemas motores, cognitivos, de lenguaje y en interaccién
social desde la infancia temprana (Weinberger, 1996). Se ha mostrado que
infantes que desarrollaran esquizofrenia muestran pobres relaciones con pares,
aislamiento y ansiedad social, bajo rendimiento académico y puntajes bajos en
evaluaciones cognitivas. Otro dato relevante indica que el 53% de los pacientes
con esquizofrenia tuvieron otro diagndstico psiquiatrico previo a los 15 afios, como
depresion, TDAH, desorden desafiante oposicionista o ansiedad (Rapoport et al.,
2005).
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La sintomatologia clinica tipica de la esquizofrenia se manifiesta hasta periodos de
adolescencia o adultez temprana. Esto debido a que, particularmente en regiones
corticales frontales, hay procesos finales de maduracion cerebral en dichos
periodos; como eliminacion programada de sinapsis (deficiente en estos
pacientes), o decremento en el factor de crecimiento nervioso (Andreasen, 2010).
La Figura 2 intenta modelar el curso normal de desarrollo cerebral contra el curso
patolégico de pacientes con esquizofrenia. Como se puede observar, el periodo de
adultez temprana es critico en la formacién de sinapsis funcionales en corteza, por
lo que aberraciones en este momento del desarrollo desencadenarian la

sintomatologia del trastorno.

Los giros y surcos de la corteza se completan alrededor del tercer semestre de
gestacion. En estos pacientes se ha evidenciado reduccion de circunvoluciones
asi como una reduccion de la asimetria sulcal de la corteza cingular anterior
(Pantelis et al., 2003). En tinciones de Nissl, hechas a cerebros de pacientes con
esquizofrenia, se mostraron anormalidades citoarquitectonicas, como problemas
en la organizacion laminar, menor cantidad de células en la capa | y Il y cumulos
celulares en capas profundas de corteza que normalmente se encuentran en la
capa Il. Esto apunta a problemas en la corticogénesis y migracion celular
(Weinberger, 1996).

Las anormalidades en la morfologia y funcionalidad cerebral bien podrian ser
considerados artefactos debido a la medicacion antipsicética o mala calidad de
vida de estos pacientes. Sin embargo, técnicas de imagenologia han permitido
constatar que son inherentes al trastorno, evidenciando que tanto el alargamiento
ventricular, como el decremento en el volumen de la corteza frontal y temporal se
encuentran en periodos tempranos del trastorno (Weinberger, 1996; Pantelis et al.,

2003) y en pacientes libres de medicacion (Andreasen et al., 1996).

Por otro lado, algunos genes que han sido relacionados con el riesgo a desarrollar
esquizofrenia suelen codificar para proteinas involucradas en el desarrollo
cerebral. Por ejemplo, el gen Neuroregulina (NRG1) se relaciona con migracién

neuronal sobretodo en periodos prenatales, senalizacion celular y mielinizacion. El
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gen DISC-1 (Disrupted-in-schizophrenia 1) se relaciona altamente con el

desarrollo del hipocampo (Rapoport et al., 2005).
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Figura 2. Modelo de desarrollo normal comparado contra modelo
de desarrollo patoldgico en esquizofrenia. En el panel superior se
puede observar que durante el periodo de gestacion se llevan a
cabo importantes procesos de proliferacion, migracion,
arborizacion y mielinizacion. El desarrollo continua a través de la
vida del sujeto a manera de formacion y eliminacion de sinapsis
que atraviesan por un periodo de alta demanda entre los 18 a 25
afnos. La hipétesis del neurodesarrollo sugiere que el desarrollo
del encéfalo sufre anomalias que se mantienen desde periodos
perinatales hasta la edad adulta. La génesis de sinapsis
corticales, sobretodo prefrontales, da lugar a la expresion del
trastorno en periodos de adultez temprana. La expresiéon clinica
del trastorno se acompana de deficiencias en la mielinizacion,
reduccion de actividad de interneuronas inhibitorias y mayor
eliminacién de sinapsis excitatorias. Tomado de Rapoport et al.,
2012.
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3.2 MODELO DE ESQUIZOFRENIA NVHL

Es indudable la utilidad de los modelos animales para el estudio de trastornos
psiquiatricos; permiten investigar bases neurobiologicas del trastorno, monitorear
el progreso de la patologia asi como realizar procedimientos invasivos para

evaluar cambios estructurales y moleculares (Jones, Watson y Fone, 2011).

Para que un modelo animal arroje resultados confiables debe cumplir con tres

criterios de validez (Genis y Lopez-Rubacava, 2011):

1) Criterio de validez predictiva. Si un farmaco modifica de manera consistente
la conducta o fisiologia en la enfermedad humana, este farmaco debe
replicar esta modificacion en el modelo animal del trastorno dado.

2) Criterio de validez aparente. Se deben reproducir en el modelo animal las
caracteristicas mas representativas del trastorno, debe contar con
homologia de sintomas.

3) Criterio de validez de constructo. Dicta que la hipétesis que mejor explique
la etiologia del trastorno psiquiatrico debe servir como fundamento al

modelo animal.

El problema radica en recrear similes de conductas humanas y caracteristicas
complejas en un animal sano tras una manipulacion experimental. Por ejemplo,
incremento en locomocién y conductas estereotipadas nos dan informacion sobre
los sintomas positivos, mientras que conductas de aislamiento y agresividad
emulan sintomas negativos. Estas conductas tienen un correlato directo con las

caracteristicas clinicas del trastorno (Ratajczak, Wozniak y Nowakowska, 2013).

Un modelo animal de esquizofrenia debe poder reproducir caracteristicas
neurobioldgicas ampliamente descritas en el trastorno. Caracteristicas como
deficiencia de funcion hipocampal y/o cortical, desregulacion dopaminérgica en
regiones limbicas, hipoactividad glutamatérgica, alargamiento de ventriculos, entre
otras (Jones et al., 2011). En la Tabla 1 se hace una relacion de la sintomatologia

en esquizofrenia y su correlato en animales.

16



El organismo Schizophrenia Research Forum, en su actualizacion mas reciente
(2014), enlista mas de 120 modelos animales de esquizofrenia, cada uno con sus
ventajas y desventajas. Cabe recalcar que cada modelo mimetiza de mejor
manera cierta categoria de sintomas, es decir, ninguno logra capturar todas las
caracteristicas clinicas y neurobiologicas del trastorno. Los modelos animales han
sido generados con administraciones farmacologicas, lesiones, modificaciones

genéticas y modelos de neurodesarrollo. La mayoria de los modelos se

desarrollan en roedores y en menor cantidad en primates no humanos.

Sintomatologia Clinica de Observaciones en modelos animales
Esquizofrenia de esquizofrenia
Sintomas psicéticos Conductas relacionadas al incremento de
transmisién dopaminérgica por ejemplo:
e Locomocion y estereotipias

inducidas por dopamina
e Reduccion de catalepsia inducida
por haloperidol

Empeoramiento de sintomas psicéticos o Antagonismo NMDA induce mayor

con agonistas dopaminérgicos y locomocion

antagonistas NMDA e Anfetaminas inducen hiperactividad

Vulnerabilidad a estrés Hiperlocomocién inducida por estrés

Problemas en procesamiento de | Deficiencias en inhibicion prepulso y ondas

informacion p50

Deficiencias cognitivas Déficits en inhibicion latente, memoria
espacial, memoria de trabajo

Retraimiento social Reduccidn de contacto con otros animales

Tabla 1. Aspectos clinicos en esquizofrenia y conductas
relevantes en modelos animales. Modificado de Lipska y
Weinberger, 2000.

En los modelos farmacoldgicos se administran drogas de forma aguda o crénica
en periodos de adultez. Con la administracion crénica de agonistas
dopaminérgicos, como anfetaminas o cocaina, se induce hiperactividad, pero

existen problemas para reproducir sintomas negativos (Jones et al., 2011).

Los modelos animales de lesién se han generado con danos al hipocampo,

corteza frontal, corteza prefrontal dorsolateral y amigdala, replicando deficiencias
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sociales y conductas dependientes de dopamina (Schizophrenia Research Forum,
2014).

En el desarrollo de modelos genéticos se generan animales con modificaciones en
genes involucrados en plasticidad neuronal, sinaptogénesis y sistemas
glutamatérgicos o dopaminérgicos asociados con el riesgo a desarrollar
esquizofrenia. Por ejemplo, se han realizado modificaciones en la expresiéon del
gen DISC-1 (Disrupted-in-schizophrenia 1) que codifica para una proteina
sinaptica expresada en el desarrollo temprano, involucrada en la formacion
neuronal, migracion y plasticidad (Young-Pearse, Suth, Luth, Sawa, y Selkoe,
2010). Se han generado sietes cepas con diferentes mutaciones de este gen.
Estos animales muestran alargamiento de ventriculos, reduccién de grosor cortical
y de volumen cerebral, asi como menor complejidad dendritica (Jaaro-Peled,
2009). Es poco probable que se represente la complejidad del trastorno tras la
modificacion de un solo gen. Modificaciones de varios genes, restringidas a
localizaciones anatomicas de importancia pueden generar mas informacion,

evitando el efecto de mecanismos compensatorios (Jones et al., 2011).

Los modelos de neurodesarrollo utilizan manipulaciones ambientales o
administraciéon de drogas durante periodos criticos perinatales, produciendo
cambios irreversibles en el desarrollo del sistema nervioso. Estos modelos son
buenos replicando la cronologia de la sintomatologia en esquizofrenia. Algunos
ejemplos son la administracion prenatal de la neurotoxina Acetato de
Metilazoximetanol (MAM), un agente que metila ADN y afecta la proliferacion de
neuroblastos en el sistema nervioso sin afectar las células gliales, produce
deficiencias conductuales a largo plazo asi como alargamiento de ventriculos
(Lodge y Grace, 2009).

Existe un modelo animal, desarrollado en ratas, que ha demostrado reproducir
robustamente las caracteristicas fenomenoldgicas y neurobioldgicas del trastorno.
El modelo Neonatal de Lesion del Hipocampo Ventral (NVHL, por sus siglas en
inglés) ha sido utilizado en mas de 100 investigaciones originales para el estudio

del trastorno (Tseng, Chambers y Lipska, 2009).
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El modelo NVHL, desarrollado por Lipska y Weinberger, busca interrumpir el
desarrollo del hipocampo, area consistentemente descrita en la patofisiologia de la
esquizofrenia (Adriano et al., 2011; Heckers, 2001; Tamminga et al., 2010) . Esta
interrupcion afecta la circuiteria cortical y subcortical que mantiene comunicaciéon
con el hipocampo y replica el alargamiento ventricular consistentemente reportado
en esquizofrenia. La porcion ventral del hipocampo en ratas corresponde a la

porcion anterior del hipocampo en humanos (Lipska y Weinberger, 2002).

Para generar el modelo NVHL se realiza una lesion excitotoxica bilateral del
hipocampo ventral en el dia postnatal 7 de la rata; este periodo es homodlogo al
tercer trimestre de gestacion en humanos (Tseng et al., 2009). El modelo NHVL se
considera un modelo heuristico ya que ha generado nueva informacién conductual
y neurobiolégica no esperada por la mera manipulacion del hipocampo (Lipska y
Weinberger, 2002).

La lesién neonatal ha mostrado la emergencia tardia de anormalidades en
conductas dependientes de incrementos de dopamina en regiones mesolimbicas y
nigroestriatales. Al evaluarse en periodos de infancia (dia postnatal 35), las ratas
lesionadas muestran conductas motoras normales ante estrés y agonistas
dopaminérgicos, pero son menos sociales que las control. Durante la
adolescencia o adultez (dia postnatal 56), estos animales responden con
hiperactividad ante los mismos estimulos y muestran mayor cantidad de
estereotipias. Los animales NVHL muestran deficiencias cognitivas desde edades
pre-pubertales, que incluyen déficits en inhibicion prepulso y memoria de trabajo
(Tseng et al., 2009).

La expresion retardada de conductas similares a los sintomas positivos y la
expresion de deficiencias cognitivas y negativas mostradas en periodos previos a
la adolescencia mimetiza en buena medida la cronologia del trastorno. Este
retardo en conductas similes de sintomas positivos no es dependiente de
hormonas gonadales; la deplecidon de éstas previo a la pubertad no afecta el curso
de aparicion de estas deficiencias conductuales en NVHL (Lipska y Weinberger,
2002). Si la lesidon se hace en dias postnatales 14, 21 o posteriores, no se
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reproduce la cronologia de sintomas, las anormalidades son menos pronunciadas

y cualitativamente diferentes (Tseng et al., 2009). En la Figura 3 se muestra una

comparacioén entre la expresion de sintomas en esquizofrenia y la aparicion de

caracteristicas conductuales en NVHL.

Modelo NVHL

Sindrome Conductual

Modelo de sintomas cognitivos
-déficits en memoria de trabajo
-déficits en aprendizaje y memoria

espacial
-déficits en aprendizaje de lugar
{laberinto radial de Morris)

Modelo de sintomas negativos
-géficits en interaccion social
-conducta agresiva

i6 il ral | .
Lesion bilateral de -deficiencias en acicalamiento

Modelo de sintomas positivos

-hiperactividad locomotora ante
anfetaminas

-hiperresponsividad a estrés

-mayor sensibilidad a antagonistas
NMDA

déficits en PPly alertamiento
sensoriomotor

hi tral
L e | Postpubertad a
{L Prepubertad , Pubertad adultez temprana
Rata ¢ » < >
—
. | 4
0 7 21 28 35 42 56
Dias postnatales ’
Adolescencia
Humanos
» ~5 ~10
Segundo y tercer ﬁﬁ/@ﬁ
trimestre
Anormalidades

motoras yen iQ lniCiO de |8 esquizofrenia

Figura 3. Linea del tiempo que describe los cambios conductuales
en el modelo NVHL y la comparacién con la emergencia de
sintomas en el trastorno de esquizofrenia. La lesién del
hipocampo ventral se hace en el séptimo dia postnatal de la rata,
asemejandose al periodo entre el segundo y tercer trimestre de
gestacion en humanos. Los sintomas negativos y cognitivos se
caracterizan por preceder a la sintomatologia psicética, los
primeros se expresan en las ratas desde los dias postnatales 35y
se mantienen hasta la adultez del animal. Mientras que
caracteristicas conductuales que asemejan a los sintomas
positivos, se muestran en la rata alrededor de los periodos de
adultez temprana (dia postnatal 56). Esto muestra el poder del
modelo NVHL para replicar los tres grupos de sintomatologia
presentes en el trastorno, asi como la cronologia de aparicién de
los sintomas. Tomado de Tseng et al., 2009.
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Una buena critica a este modelo es el hecho de que en los pacientes con
esquizofrenia no se observa una “lesién” en el hipocampo. Por ello se ha probado
la inactivacion del hipocampo ventral en el dia postnatal 7 con Tetradotoxina,
bloqueador de canales de sodio dependientes de voltaje. Con dicha manipulacion,
se mostré que las deficiencias conductuales asi como el patron temporal de
aparicion se mantienen aunque con menor magnitud. No obstante, la generacion
del modelo NVHL se sigue haciendo con una neurotoxina ya que permite

confirmar la localizacion del dafio (Tseng et al., 2009).

El modelo NVHL cumple con los tres criterios de validez antes mencionados. En
cuanto a la validez predictiva, se ha mostrado respuesta a medicacion
antipsicética, asi como irreversibilidad de la sintomatologia sin tratamiento.
Cumple con caracteristicas que mimetizan los sintomas positivos, negativos y
cognitivos tipicos de la esquizofrenia, mostrando validez aparente. Finalmente el
modelo se basa en la hipétesis de neurodesarrollo de esquizofrenia evidenciando
que una lesion neonatal puede causar afectaciones en periodos adultos de la vida

del animal (Lipska y Weinberger, 2000).

3.2.1 CARACTERISTICAS CONDUCTUALES DEL MODELO NVHL

Lipska y colaboradores en 1993, realizaron uno de los trabajos pioneros que
demuestran la existencia de deficiencias conductuales en NVHL asociadas a
sintomas positivos. En dicho estudio mostraron que en periodos tempranos (dia
postnatal 35) no hay diferencia en la motricidad de ratas NVHL ante un ambiente
novedoso o administracion de d-anfetamina. Sin embargo, las ratas NVHL
muestran hiperactividad ante estos estimulos si son evaluadas en periodos de
adultez (Dia postnatal 56). Los animales NVHL también muestran
hiperresponsividad ante estrés en edades de adultez. Sin embargo, si la lesién del
hipocampo ventral se genera en ratas adultas no se mantiene el mismo perfil

conductual (Lipska, Jaxkiw y Weinberger, 1993).
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Entre otras caracteristicas conductuales que se asemejan a los sintomas
positivos, en las ratas NVHL encontramos menor respuesta cataléptica ante
haloperidol y mayor sensibilidad a apomorfina. Estos sujetos también muestran
mayor sensibilidad a antagonistas glutamatérgicos como MK-801 y PCP (Tseng et
al., 2009).

Como muestras de modelamiento de sintomas negativos se ha reportado un
decremento significativo en tiempo invertido en interacciones sociales y un
incremento en conductas agresivas. Asimismo, se demostré que las ratas NVHL
mostraban la emergencia de estos sintomas en periodos de pubertad. Se
compararon estos datos con ratas lesionadas en periodos de adultez y con
lesiones en el hipocampo ventral o dorsal; estos grupos de animales no
desplegaban deficiencias en interaccion social (Becker, Grecksch, Bernstein, Hollt
y Bogerts, 1999).

Los animales NVHL muestran varias deficiencias cognitivas. Tomemos como
ejemplo la tarea de inhibicion latente que arroja un indice sobre la capacidad de
ignorar estimulos irrelevantes. En dicha tarea, las ratas control mostraron una
menor adquisicion de una respuesta condicionada cuando el estimulo
condicionado habia sido previamente mostrado sin consecuencia alguna. Por su
parte, las ratas NVHL mostraron una rapida adquisicion de la respuesta
condicionada, evidenciando una menor capacidad para filtrar la irrelevancia del
estimulo previo al condicionamiento (Grecksch, Bernstein, Becker, Hollt y Bogerts,
1999).

Otro estudio muestra que las ratas tienen deficiencias en inhibicion prepulso,
deficiencia que es reiteradamente reportada en personas con esquizofrenia. A
estas ratas se les realizoé resonancia magnética funcional para observar las areas
cerebrales relacionadas con ese déficit, mostrando una mayor perfusion en el
nucleo accumbens y una menor perfusion en la corteza temporal (Risterucci et al.,
2005).
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Otra caracteristica presente en el modelo NVHL son las deficiencias en
potenciales evocados. Los animales muestran menor amplitud de la onda N-40
(componente negativo registrado en corteza) encontrado de 40 a 60 milisegundos
después de la presentacion de un estimulo auditivo. Esta onda se correlaciona con
el filtrado de informacion sensorial que se ha mostrado consistentemente afectado

en esquizofrenia (Romero-Pimentel et al., 2014).

Asimismo, se evaluo la ejecucion de las ratas NVHL en una tarea de memoria de
trabajo dependiente de la comunicacion entre el hipocampo y la corteza prefrontal.
Se entrend a los animales en un laberinto radial en edades prejuveniles (dia
postnatal 25), juveniles (dia postnatal 40) y en la edad adulta (dia postnatal 80).
Las deficiencias en la exactitud de eleccién de brazo fueron evidentes desde
edades tempranas y se mantuvieron hasta la edad adulta; hallazgo congruente
con los reportes de deficiencias cognitivas en pacientes (Chambers, Moore,
McEvoy y Levin, 1996).

El modelo NVHL también replica el abuso de sustancias, mostrado en los
pacientes con esquizofrenia. Por ejemplo, se ha mostrado una rapida adquisicién
de auto-administracion de cocaina, mayores efectos de sindrome de abstinencia y
mayor readquisicion de consumo. Se reportan mayores niveles de impulsividad,
previo y posterior al consumo de cocaina, asi como mayor sensibilizacion ante

cocaina y alcohol (Conroy, Rodd y Chambers, 2007).

Ademas, se ha evaluado la respuesta de sensibilizacion motriz ante la
administracién crénica de nicotina (0.5mg/kg). Durante los primeros dias de
administraciéon no se mostraba diferencia entre las ratas NVHL o sham; tras el
paso de las administraciones, las ratas NVHL con administracion de nicotina
mostraron mayor respuesta locomotriz. Tras un periodo sin administraciéon se
volvié a inyectar a los sujetos experimentales, las ratas NVHL pre-expuestas a
nicotina mostraron una exacerbada respuesta motora. El trabajo demuestra que
las ratas NVHL mantienen una respuesta incrementada ante la droga (Berg y
Chambers, 2008).
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El tratamiento antipsicotico puede revertir ciertas anormalidades conductuales en
NVHL. El haloperidol y la clozapina revierten la actividad locomotora incrementada
por estimulos que promueven la transmision dopaminérgica como estres,
anfetaminas o estimulos novedosos. Dosis bajas de risperidona reducen la
hiperlocomocion causada por el antagonismo de drogas NMDA (O’Donnell, 2012).
Como ya se ha mencionado, la medicacion antipsicotica se ha mostrado infectiva
para el tratamiento de sintomas cognitivos. Esto ultimo se replica en el modelo
NVHL; el tratamiento con clozapina no mejora las deficiencias en ejecucion de
laberinto radial e incluso empeora la ejecucion de ratas NVHL machos, mostrando

efectos adversos en la memoria de trabajo (Levin y Christopher, 2006).

3.2.2 CARACTERISTICAS NEUROBIOLOGICAS

Varias evidencias en el modelo sugieren que existe una desconexion vy
malfuncionamiento entre la corteza prefrontal y el hipocampo ventral. En la corteza
prefrontal de ratas NVHL se muestran niveles menores de BDNF, menor cantidad
de RNAm de GADG67, incremento en densidad de receptores GABA-A e

incremento en Oxido Nitrico (Tseng et al., 2009).

En estudios electrofisiolégicos también se ha mostrado esta desconexién. La
estimulacion del area ventral tegmental incrementa dramaticamente el patron de
disparo de células piramidales corticales en ratas NVHL. Con la misma
manipulacion, en ratas sham se observa una supresion de la tasa de disparo de
estas neuronas; esto se interpreta como una pérdida de la modulacion
dopaminérgica de interneuronas inhibitorias en corteza. El aumento de disparo
ante estimulacion del area ventral tegmental también ha sido reportado en el
nucleo accumbens de ratas adultas NVHL, pero no juveniles, y es revertido por
haloperidol  (O’Donnell, 2012). Estos resultados apuntan a una maduracién
anormal del balance excitatorio e inhibitorio de corteza en periodos de
periadolescencia y puede ser el mecanismo responsable de las deficiencias
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cognitivas observadas tanto en el modelo como en los pacientes con

esquizofrenia.

Existen otros marcadores que indican malfuncionamiento cortical en animales
NVHL. Por ejemplo, niveles reducidos de N-acetilaspartato (NAA, un marcador de
integridad neuronal), menor expresion cortical de EAAC1 (transportador
glutamatérgico) y reduccion de liberacion de potasio en presencia de glutamato
(Jones et al., 2011). También se ha reportado menor liberacién cortical de
dopamina en respuesta a estrés y alteracion en la expresion de factores de
transcripcion como c-fos. Estos datos manifiestan que las alteraciones corticales
son resultado de un complejo desbalance entre dopamina, glutamato y GABA
(Lipska y Weinberger, 2000).

También se han encontrado consecuencias de la lesibn neonatal en regiones
subcorticales. Se describio una menor expresion del transportador de dopamina
(DAT) en mesencéfalo, asimismo, se ha reportado mayor cantidad de dinorfina
(opiode que colocaliza con receptores D¢) en estriado (Lipska y Weinberger,
2000). En el modelo, con o sin historia de aislamiento social (8 semanas), se
evaluo el contenido de dopamina y su metabolito DOPAC en regiones limbicas; la
lesién en si misma ocasion6 incremento de dopamina en hipocampo. Las ratas
NVHL a las que se les sumoé aislamiento social, mostraron incremento de
dopamina en corteza prefrontal medial, nucleo accumbens e hipocampo y
decremento de este neurotransmisor en el caudado-putamen (Alquicer, Silva-

Gomez, Peralta y Flores, 2004).

Utilizando técnicas de imagenologia se dio seguimiento a la lesion de ratas NVHL
con evaluacion a los 21, 42 y 63 dias postnatales. El volumen de la lesion
incrementd de manera linear con el paso del tiempo y se mostrd
proporcionalmente mayor al incremento general del volumen del encéfalo.
Mediante rayos X se mostré una reduccion del tamafio del craneo en ratas NVHL
comparado con ratas sham (Sandner, Angst, Guiberteau, Guignard y Brasse,
2010).
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En neuronas piramidales de la corteza prefrontal de ratas NVHL, se encontré una
reduccion de longitud de las dendritas, menor arborizacion y menor densidad de
espinas dendriticas. Neuronas medianas espinosas del nucleo accumbens sélo
mostraron decremento de tamaro en las espinas dendriticas (Flores et al., 2005).
El aislamiento social sumado al modelo NVHL, hizo aun mas importante el
decremento de longitud de dendritas en corteza prefrontal (Alquicer, Morales-
Medina, Quirion y Flores, 2008). Otras deficiencias celulares son mostradas con la
tincion de violeta de cresilo que demuestran una reduccion significativa de células
en la corteza auditiva temporal de manera bilateral (Romero-Pimentel et al.,
2014). Estos datos nos permiten concluir que la lesidn neonatal en hipocampo da
lugar a cambios morfolégicos en regiones distantes a la lesion, pero con las que

mantiene comunicacion.

3.3 SISTEMA COLINERGICO EN ESQUIZOFRENIA

La acetilcolina es un neurotransmisor que actua en los sistemas nerviosos central
y periférico. De manera periférica se encuentra en ganglios autonémicos y en la
unidn neuromuscular; entre sus funciones se encuentra la modulacion de la tasa
cardiaca, flujo sanguineo, motilidad gastrica y produccion de sudor. En el sistema
nervioso central se asocia a percepcion, funciones motoras, activacion,
nociocepcion, recompensa y procesamiento cognitivo como memoria o atencién
(Picciotto, Higley y Mineur, 2012).

La acetilcolina se sintetiza en las neuronas a partir de acetil-coenzima A y colina
en una reaccion catalizada por la enzima colina acetiltransferasa. Después de su
sintesis, la acetilcolina se almacena en vesiculas sinapticas y es liberada al
espacio sinaptico donde tendra efecto en receptores pre o post-sinapticos o sera

hidrolizada por la enzima colinesterasa (Readler y Freedman, 2009).

A partir de la funcién y estructura, se pueden diferenciar dos grandes familias de
receptores colinérgicos: muscarinicos y nicotinicos. Los receptores muscarinicos

son receptores asociados a proteina G, se encuentran 5 subtipos en el sistema
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nervioso. Los receptores nicotinicos son receptores de canal idnico activados por
ligando y se conforman por 5 subunidades que atraviesan la membrana celular
para crear un poro. Cada subunidad de receptor nicotinico cuenta con 4
segmentos transmembranales; en el dominio terminal extracelular se encuentra un
“cys-loop”, es decir, dos residuos de cistina separados por 13 aminoacidos que
forman un bucle donde se unen los agonistas para permitir la apertura del canal.
Se ha establecido que existen 4 formas de las subunidades, a, B, y, ©; el principal
sitio de union se encuentra en el dominio terminal de las subunidad a. Una vez
que se une un agonista al receptor, éste se transforma para pasar de un estado
cerrado de reposo a un estado abierto que permite el flujo de Na*, y en algunos
casos de Ca?*, hacia el interior de la neurona, acompafiado de un flujo de K* hacia
el espacio extracelular. A pesar de la presencia del agonista, el canal nicotinico se
cierra en periodos de segundos a minutos, pasando a un estado desensitizado; en
esta condicion el receptor se encuentra en un periodo refractario de activacion
(Wonnacott, 2014).

Existen 11 diferentes tipos de subunidades de receptor nicotinico neuronal, a2- a7,
a9, a10 y B2- B4. La conformacién heteromérica de un receptor se compone de
subunidades a y B, principalmente a2, a3, a4 o a6 con B2 o 4. En contraste, las
subunidades a7, a8, a9 se caracterizan por formar receptores homomeéricos
(Picciotto et al., 2012). En la Figura 4 se observa la conformacion tipica de un

receptor nicotinico neuronal.

En el cerebro existe una distribucion heterogénea de receptores nicotinicos. Los
receptores con subunidades a4, B2 y a7 son los mas abundantes. Los receptores
con conformacion (a4).(B2); tienen alta afinidad a la nicotina, se encuentran de
manera presinaptica en regiones mesolimbicas, talamo y corteza. Por su parte, los
receptores a7 son prominentes en hipocampo y corteza, donde se asocian con
interneuronas GABAérgicas y sinapsis glutamatérgicas; niveles altos de nicotina
activan este tipo de receptores, aunque son menos sensitivos a dosis bajas
(Wonnacott, 2014).
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Topografia de la subunidad nAChR pentamérico, con canal central catiénico y
sitios de interaccion con drogas .

N Sitio de unidn de
Proteina ‘Q agonistas/antagonistas Segundo sitic de unién »
de unidn competitivos enla agonistas/antagonistas
2 AChH O‘/‘ interfasedeld compatitivos
[AChEBP) Py et subunidad
f/ Fuera Modulador alosterico
H OOOOC OO0
OO0
CY 1 20000 OOO0000
U Dentro Bloqueadores de
canal/antagonistas no

competitivos
M2 delinea el -

canal cationico

Figura 4. Estructura general de un receptor nicotinico. En el panel
de la izquierda, se ejemplifica la topografia de una subunidad,
caracterizada por los dos grupos residuales de cistina que forman
un bucle en la terminal extracelular correspondiente al sitio de
union con el agonista. En el panel de la derecha, se muestran las
5 subunidades que conforman un receptor nicotinico. También se
ejemplifican dos sitios de unién a agonistas, consistentes con una
conformacién heteromérica del receptor, mismos sitios que
pueden ocuparse por antagonistas competitivos. Se muestra el
sitio donde se alojan los bloqueadores de canal y los antagonistas
no competitivos, asi como posibles sitios de uniéon a moduladores
alostéricos. Tomado de Wonnacott, 2014.

Existen tres grandes grupos de neuronas colinérgicas en el cerebro de primates.
La inervacion colinérgica a la corteza prefrontal e hipocampo proviene de regiones
prosencefalicas que incluyen el nucleo basal de Meynert, nucleo predptico y de la
banda diagonal, nucleo septal y sustancia innominata. Otro grupo de proyecciones
hacia el area ventral tegmental, sustancia nigra, cerebelo, talamo e hipotalamo,
provienen de neuronas colinérgicas del nucleo pontomesencefalico. Finalmente,
existe un gran grupo de interneuronas colinérgicas en los ganglios basales que
modula la actividad de glutamato, dopamina y GABA en el estriado (Berman,
Talmage y Role, 2007).
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Varias evidencias apuntan a implicaciones del sistema colinérgico en la
patofisiologia de la esquizofrenia. En el estriado se ha identificado un decremento
en la densidad de neuronas marcadas con colina acetiltransferasa (Holt et al.,
1999).

En cuanto a densidad de receptores, se observa menor cantidad del receptor m1
en corteza frontal, regiones parietales, temporales, hipocampo y estriado (Berman
et al., 2007). Por su parte, los receptores nicotinicos han mostrado decremento en
hipocampo, mientras que la subunidad a7 se ve disminuida en corteza frontal,
pero no parietal. Se ha reportado que el consumo crénico de nicotina causa un
aumento de estos receptores en sujetos sanos; al comparar controles fumadores
versus pacientes fumadores, se mantiene el resultado de reduccion en la densidad
de receptores nicotinicos en corteza frontal, caudado e hipocampo de los
pacientes, sugiriendo que estas anormalidades son inherentes a la esquizofrenia,

y no se deben al alto consumo de nicotina (Hyde y Crook, 2001).

Se han resaltado las interacciones que existen entre la disfuncién dopaminérgica,
presente en el trastorno, con la transmision colinérgica. Como ya se menciono, las
regiones telencefalicas son la mayor fuente de inervaciones colinérgicas hacia la
corteza; la excitabilidad del telencéfalo estd modulada por inervaciones
GABAérgicas provenientes del nucleo caudado asi como por influencias
dopaminérgicas que provienen del area ventral tegmental. Dado que la dopamina
muestra un estado de hiperactividad en este trastorno, la inhibicion de las regiones
del telencéfalo se encuentra anormal, provocando una desregulacién del tono
colinérgico en corteza. Esta hipotesis se apoya del hecho que la administracion de
anfetamina o ketamina incrementa el flujo colinérgico en corteza (Sarter, Nelson 'y
Bruno, 2005).

La actividad colinérgica en corteza produce una combinacién de efectos
inhibitorios y excitatorios. Marcadores colinérgicos estan presentes en la vecindad
de neuronas piramidales y no-piramidales de la corteza prefrontal, particularmente
en espinas y dendritas, indicando los efectos moduladores de este

neurotransmisor en los circuitos corticales. Los altos niveles de este
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neurotransmisor en corteza, producto de la desregulacién dopaminérgica, puede
dar lugar a problemas en el balance inhibitorio-excitatorio de corteza mostrado en

este trastorno (Sarter et al., 2005).

Muchos antipsicoticos han demostrado tener efectos anticolinérgicos, lo que da
lugar a efectos secundarios como alteraciones en funcion gastrointestinal, nausea
y cambios en apetito dependientes de la alteracion en la transmision colinérgica
periférica. Sin embargo, este efecto anticolinérgico también afecta receptores
centrales, provocando cambios en la excitabilidad de circuitos en regiones
prefrontales e hipocampo. Por ejemplo, la acetilcolina en estas regiones se asocia
a la actividad del ritmo teta oscilatorio que es un marcador de cooperacion
temporal y cortical, el cual subyace a funciones cognitivas como la memoria.
También se ha reportado un incremento en sintomatologia positiva cuando se
suma medicacion anticolinérgica para tratamiento de sintomas extrapiramidales,

producto de los farmacos antipsicéticos (Berman et al., 2007).

La administracion cronica de inhibidores de acetilcolinesterasa, produce sintomas
psicoticos en sujetos con alto riesgo a desarrollar esquizofrenia. Lo anterior
permite especular que, un alto tono colinérgico también puede contribuir a la
sintomatologia positiva. Sin embargo, la mayoria de las investigaciones apunta a
implicaciones del sistema colinérgico en la expresion de déficits cognitivos, debido
a que funciones como la atencién, memoria o aprendizaje dependen de la
integridad del sistema colinérgico. Por ejemplo, lesiones en vias colinérgicas,
como la septal-hipocampal o del nucleo de Meynert a la corteza, producen déficits
en memoria y aprendizaje, mientras que el bloqueo de receptores colinérgicos en
sujetos sanos producen déficits en atencidén y problemas de memoria (Hyde y
Crook, 2001).

Por otro lado, se ha visto que el aumento del tono colinérgico, por la
administracién de inhibidores de la acetilcolinesterasa en sujetos sanos, produce
respuestas a estimulos irrelevantes. Dicho hallazgo implica un sobre-
procesamiento de informacion que puede subyacer a los problemas de atencién y

poca capacidad para inhibir distractores que caracteriza a estos pacientes. Estas
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evidencias sugieren que tanto un aumento o disminucién del tono colinérgico,
afectan de manera importante el papel de la corteza en la regulacion de funciones

cognitivas (Sarter et al., 2005).

3.3.1 NICOTINA COMO FARMACO PRO-COGNITIVO
La nicotina es un ingrediente natural del tabaco, es el principal alcaloide presente
en esta planta y su principal componente psicoactivo. La administracion de
nicotina generalmente se hace por inhalacién, mediante la combustion de tabaco,
en forma de cigarros comerciales; otras fuentes menos utilizadas son el uso de
parches transdermales o masticando tabaco. Un cigarro comercial contiene de 10
a 14 mg de nicotina y de manera sistémica, se absorbe de 1 a 1.5 mg de nicotina
mientras se consume. Las concentraciones en sangre de nicotina llegan a un pico
al finalizar el consumo de un cigarro; existe una rapida absorcion por los
pulmones, por la amplia area alveolar y el pH de 7.4 que facilita el paso a través
de las membranas. Después de una inhalacion, la nicotina llega al cerebro entre
10 y 20 segundos, mas rapido que la administracidon intravenosa. Esto produce
una rapida respuesta de recompensa afectando la via dopaminérgica mesocortical
que mantiene la conducta de tabaquismo. La cantidad de consumo de nicotina
depende del volumen de la inhalacién, la tasa de inhalaciones asi como la

intensidad (Benowitz, Hukkanen y Jacob, 2009).

La concentracion sanguinea de nicotina en fumadores se encuentra entre 10 y 37
ng/ml. La vida media en plasma es de 2 horas. La nicotina es degrada en el
higado mediante la oxidacién por la enzima CYP2A6. Se encuentran 6 metabolitos
principales tras la degradacion de nicotina, siendo la cotinina el mas abundante

dando cuenta del 80% de la degradacién de nicotina (Matta et al., 2006).

Después de la absorcion, la nicotina entra al sistema circulatorio repartiéndose en
higado, rifones, pulmones y con baja afinidad a tejido adiposo. La nicotina se une
a receptores nicotinicos del sistema colinérgico con gran afinidad; la afinidad

aumenta en fumadores cronicos, este incremento en afinidad se debe a mayor
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numero de estos receptores en el cerebro tras una larga exposicion a nicotina
(Benowitz et al., 2009).

La asociacion entre los receptores nicotinicos y funciones cognitivas ha sido
demostrada utilizando diversos modelos animales. Por ejemplo, ha sido evidente
el efecto favorecedor de la nicotina en la atencion de roedores, como en tareas de
deteccion de sefales, donde se ha mostrado que dosis bajas de nicotina
aumentan la cantidad de respuestas correctas. La administracion de
mecamilamina, un antagonista de receptores nicotinicos, provoca deficiencias en

la ejecucién de estos paradigmas (Levin, McClernon y Rezvani, 2005).

Por otro lado, la infusién aguda en hipocampo ventral de antagonistas especificos
a receptores a7 o 0432, causa deficiencias en la ejecucion de laberinto radial
(Felix y Levin, 1997). La administracion sistémica de nicotina no revirtioé totalmente
las deficiencias causadas por el antagonismo de receptores a7, pero si las
deficiencias causadas por el antagonismo de receptores a432. Este dato sugiere
que los receptores a7 son los principales responsables de los efectos benéficos en
memoria de trabajo causados por la nicotina (Bancroft y Levin, 2000; Bettany y
Levin, 2001). La corteza prefrontal también esta involucrada en los efectos pro-
cognitivos de esta droga ya que, infusiones locales en esta regidn, causan mejoras

en una tarea de atencién (Levin et al., 2005).

Existen pocas evidencias en humanos sobre los efectos de la nicotina en
cogniciéon. Inicialmente la investigacion mostraba detraimientos cognitivos tras
periodos de abstinencia de consumo de cigarro en fumadores crénicos; la critica a
estos trabajos radica en que las deficiencias podian deberse a la ansiedad
asociada a los periodos de abstinencia y no a efectos pro-cognitivos de la nicotina
per se. En adultos no fumadores se mostré que, tras la administracién de nicotina
mediante parches transdermales se reducia el numero de errores y los tiempos de
reaccion en la tarea de ejecucion continua, la cual evalua atencién sostenida. En
sujetos sanos, la atencién ha sido la funcién cognitiva que ha mostrado mayores

efectos benéficos de la nicotina (Swan y Lessov-Schlaggar, 2007).
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Hay datos que sugieren que la nicotina no mejora de manera uniforme las
funciones cognitivas. Por ejemplo, en el pez cebra, se ha demostrado que dosis
bajas de nicotina mejoran la memoria, mientras que dosis altas la alteran. Por otro
lado la administracion crénica de nicotina en ratas en periodos de vejez no mejora

la ejecucion en tareas de memoria de trabajo (Levin et al., 2005).

Si bien, hay evidencias de mejora cognitiva en sujetos experimentales sanos,
existe un amplio cuerpo de evidencia que muestra que la nicotina genera un efecto
pro-cognitivo en modelos de déficits en memoria y aprendizaje. Algunos ejemplos
son animales con lesiones en proyecciones colinérgicas prosencefalicas que
muestran amplias deficiencias en memoria y atencién revertidas con la
administracién de nicotina (Levin et al., 2005); sujetos experimentales con
deficiencias por antagonismo de receptores NMDA, también muestran mejoras

tras la estimulacion farmacolégica de receptores nicotinicos (Levin, 2013).

En humanos se mantiene el hecho de poca ganancia cognitiva en sujetos sanos,
pero una clara mejora en condiciones de patologia (Sacco, Bannon y George,
2004). En varias enfermedades neuropsiquiatricas también ha sido evidente la
capacidad pro-cognitiva de la nicotina. Por ejemplo, se ha mostrado que
fumadores crénicos tienen menos riesgo a desarrollar enfermedad de Alzheimer y
el principal tratamiento de esta enfermedad inhibe la actividad de la
acetilcolinesterasa; en adultos con trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad se han mostrado mejoras en la atencion tras la administracion de
nicotina; en la enfermedad de Parkinson también se han mostrado alivios en la
sintomatologia con la administracion de nicotina (Dome, Lazary, Kalapos y
Rihmer, 2010).

3.3.2 AUTOMEDICACION DE NICOTINA EN PACIENTES CON
ESQUIZOFRENIA

En un estudio meta-analitico, englobando analisis de 20 paises diferentes, se

demostré que los pacientes con esquizofrenia tienen tasas mas altas de consumo
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de tabaco; es 5 veces mas probable que un paciente con esquizofrenia sea
fumador que una persona sin este padecimiento. Los pacientes con esquizofrenia
también fuman en mayor cantidad al compararse con fumadores control,
consumiendo de 3 a 4 veces mas; es menos probable que estos pacientes dejen
el consumo de cigarro que en otras poblaciones psiquiatricas o en la poblacion

general (Leon y Diaz, 2005).

Se mantiene el mayor consumo de tabaco en pacientes de primer episodio que
aun no han utilizado medicacion antipsicética, lo cual indica que el alto consumo
de tabaco es independiente del tratamiento farmacoldgico (Kalman, Morissette y
George., 2005). Si bien se ha descrito mayor comorbilidad del abuso de nicotina
con trastornos psiquiatricos como depresion o trastorno bipolar, los niveles
encontrados en pacientes con esquizofrenia son significativamente mayores, pero
no se mantiene el mayor abuso de alcohol también reportado en pacientes con
enfermedades mentales (Leonard et al., 2000). En la Figura 5 se muestran las
distribuciones del uso de estas sustancias en individuos controles, pacientes con

esquizofrenia y pacientes con otros trastornos mentales.

Al controlar la cantidad de cigarros consumidos en un dia entre fumadores control
y pacientes con esquizofrenia, se encontr6 que en los Uultimos habia
significativamente mas cantidad de cotinina en saliva. Lo anterior demuestra que
estos pacientes recurren a mejores técnicas para auto-administrarse mayores
niveles de nicotina. En este estudio también se encontré una mejora de sintomas

negativos asociadas al consumo de tabaco (Strand y Nyback, 2005).

En un estudio se compard el perfil de consumo de tabaco de pacientes con
esquizofrenia con la severidad de sintomas positivos y negativos; se demostré que
los pacientes que tenian un consumo moderado (alrededor de 20 cigarros al dia)
mostraban menor severidad de sintomas que aquellos pacientes altamente
dependientes del tabaco (alrededor de 40 cigarros al dia) o pacientes no

fumadores (Aguilar, Gurpegui, Diaz y Leon, 2005).
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Figura 5. Comparacion entre el consumo de nicotina y alcohol de
sujetos controles, pacientes con esquizofrenia y pacientes con
otras enfermedades mentales. En el panel de la izquierda se
describen los historiales de consumo de tabaco reportados en
sujetos control, pacientes con esquizofrenia y pacientes con otras
enfermedades mentales, que incluyen depresion y trastorno
bipolar. Se puede observar que los pacientes con esquizofrenia
mantienen un significativo aumento en el abuso de esta sustancia.
Por otro lado en el panel de la derecha, se sefiala que la
poblacion con otras enfermedades mentales, distintas de
esquizofrenia, mantienen un alto consumo de alcohol asociado al
consumo de tabaco, lo cual no se replica en esquizofrenia.
Tomado de Leonard et al., 2000.

Estas evidencias han dado lugar a la hipoétesis de automedicacion con nicotina en
esquizofrenia. Esta sugiere que las altas tasas de consumo de tabaco en estos
pacientes se debe a un intento de mejorar la sintomatologia presente en el
trastorno. El inicio de consumo de tabaco en pacientes con esquizofrenia se
asocia a las razones por las que fuma la poblacion en general, pero se suman
reportes de mejoras en sintomas, asi como empeoramiento de éstos en periodos
de abstinencia. La administracion de nicotina ayuda a reducir los efectos
colaterales de medicacidon neuroléptica como los efectos parkinsonianos (Kumari
y Postma, 2005).

Como se ha indicado previamente, la medicacion antipsicotica puede dar lugar a

deficiencias cognitivas. Se ha mostrado que la nicotina mejora estas deficiencias

35



de manera dosis dependiente. A pacientes fumadores, privados del consumo de
nicotina y bajo administracién del antipsicotico haloperidol, se les pusieron
parches transdermales placebo o con bajas, medianas o altas dosis de nicotina (7,
14 6 21 mg/dia respectivamente). Los pacientes con parches placebo mostraron
deficiencias en tareas de igualacion a la muestra y mayores tiempos de reaccion;
los pacientes que recibieron nicotina mostraron mejoras significativas en la
ejecucion. El historial de uso de haloperidol modifico el efecto pro-cognitivo de la

nicotina (Levin, Wilson, Rose y McEvoy, 1996).

Otra serie de evidencias que sugiere que la nicotina tiene efectos pro-cognitivos
en esquizofrenia, proviene del hecho que mejora los problemas de inhibicién
sensorial fuertemente asociados a este trastorno. Los pacientes con esquizofrenia
muestran deficiencias en la inhibicién prepulso, asi como anormalidades en la
onda electroencefalografica P50. Estos déficits también se mantienen en los
familiares de los pacientes. Posterior a la administracion de nicotina mediante
tabaco, se ha mostrado una mejora en la respuesta de inhibicidén prepulso, asi
como normalizacién de la onda P50 tanto en los pacientes como en sus familiares.
Por otro lado se ha mostrado que, tras abstinencia de tabaco, los pacientes con
esquizofrenia muestran mayores deficiencias en inhibicion prepulso (Leonard,
Mexal y Freedman, 2007).

A partir de evaluaciones de seguimiento ocular se tiene mas evidencia de los
efectos benéficos de la nicotina en la esquizofrenia. Dichas evaluaciones se hacen
clasicamente con medidas de seguimiento lento de objetos y respuestas
antisacadicas. La primera evalua la exactitud del movimiento de ojos al perseguir
un objeto, las segundas evaluan una respuesta inhibitoria donde el sujeto se
orienta en oposicion al objetivo. Ambas medidas tienen valores deficientes en
pacientes con esquizofrenia, pero tras la administracion de nicotina se regularizan,
igualando las ejecuciones control. La evaluacidn en resonancia magnética
funcional, encuentra que los efectos benéficos de la nicotina dependen del

hipocampo y el giro cingulado (Kumari y Postma, 2005).
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Al abstener del consumo de tabaco a pacientes y a sujetos control se encuentran
deficiencias atentivas en ambas poblaciones, evaluado por el test de ejecucion
continua. A los pacientes con esquizofrenia se les sumaron deficiencias en una
tarea de memoria de trabajo visoespacial. Cuando volvieron a fumar, tanto
controles como pacientes mejoraron la ejecucion, pero la adminsitracion de
mecamilamina hizo que resurgieran las deficiencias aunque los pacientes se

mantuvieran fumando ad-libitum (Sacco et al., 2005).

La administracion de nicotina a pacientes, mediante spray nasal, mejoro la
memoria verbal. La administracion por parches transdermales mejoré la memoria
de trabajo y medidas de atenciéon. También se mostré mayor conectividad entre la
corteza cingular anterior y el tdlamo; este efecto no fue encontrado en controles,
sugiriendo que los pacientes con esquizofrenia obtienen mayores beneficios de la
nicotina que los controles, asi como patrones de activacion cerebral diferentes

ante este farmaco (Kumari y Postma, 2005).

Varios genes de receptores nicotinicos se han ligado con la mayor predisposicion
al tabaquismo en la poblacion general, pero también se han asociado con mayor
predisposicién a desarrollar esquizofrenia. Los genes 8p21, 1921 y 15q14 que
codifican para las subunidades 02, B2 y a7 han sido los mas reportados en el

sobrelapamiento genético entre tabaquismo y esquizofrenia (Leonard et al., 2007).

Se ha sugerido que el receptor a7 media los efectos benéficos de la nicotina en el
trastorno. Se describen deficiencias en la inhibiciéon sensorial, similares a las
presentes en el trastorno, cuando se bloquean receptores a7 en animales
experimentales, asi como en animales transgénicos con menor expresion de este
receptor en hipocampo; éstas deficiencias se normalizan con la administracién de
un agonista especifico de este receptor. También se han ligado las deficiencias en
la onda P50, presentes en estos pacientes y sus familiares, con polimorfismos de
un solo nucleoétido en la region promotora del gen que codifica para la subunidad
a7 (Olincy y Stevens, 2007; Martin y Freedman, 2007).
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En fumadores controles crénicos se ha demostrado un incremento en receptores
nicotinicos de hasta un 50%, como resultado de un efecto compensatorio tras la
desensibilizacién de estos receptores por la estimulacion repetida. En pacientes
con esquizofrenia fumadores este aumento no es reportado; contrario a esto, en
estudios post-mortem de pacientes con esquizofrenia, se han mostrado
decrementos de receptores a7 en hipocampo, corteza cingular, regiones del |6bulo

frontal y el nucleo reticular del talamo (Leonard et al., 2007).

Los receptores nicoticos se desensibilizan rapidamente, provocando que los
efectos pro-cognitivos pierdan fuerza con el paso del tiempo. Por ello se han
buscado alternativas farmacoldgicas para el tratamiento en esquizofrenia. El
farmaco DMXBA es un agonista parcial de receptores a7; en modelos animales ha
mejorado los problemas en filtrado sensorial al incrementar el disparo de
interneuronas. En una pequefia muestra de pacientes con esquizofrenia no
fumadores, la droga DMXBA mostré efectos benéficos en el rendimiento de una
bateria neuropsicologica que evaluaba atencion, memoria inmediata y retardada,

lenguaje, asi como normalizaciones en la onda P50 (Olincy y Stevens, 2007).
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4. JUSTIFICACION

La herencia de la hipétesis dopaminérgica en el estudio de la esquizofrenia, ha
dejado de lado nuevas evidencias que apuntan a aberraciones en varios sistemas
de neurotransmision y diferentes regiones cerebrales. Estos hechos apuntan a que
la esquizofrenia probablemente se relaciona con deficiencias en el desarrollo
temprano del cerebro que afectan de manera global la circuiteria cerebral. Es por
eso que, la utilizacion del modelo animal NVHL nos provee informacion sobre la

pertinencia de la hipdtesis etiologica de neurodesarrollo.

A lo largo del texto se ha mencionado que el tratamiento farmacologico actual en
esquizofrenia se centra en la reduccion de sintomas psicéticos mediante farmacos
que bloquean principalmente receptores dopaminérgicos. Este tipo de medicacion
es inefectiva en el tratamiento de sintomas negativos e incluso empeora la

gravedad de las amplias deficiencias cognitivas demostradas en este trastorno.

Uno de los sistemas que ha mostrado afectaciones en esquizofrenia es el
colinérgico, el cual ha recibido atencién reciente. El hecho de que los pacientes se
administren altas tasas de nicotina mediante el consumo de tabaco, sugiere un
intento de auto-medicacion de sintomas que no estan siendo contemplados por la
medicacion antipsicética. La evidencia apunta a que la mejora se observa
mayormente en las deficiencias cognitivas. Tanto el hipocampo como la corteza
prefrontal han sido ampliamente asociados a la fisiologia del trastorno, estas
regiones expresan receptores nicotinicos y podrian orquestar los efectos pro-

cognitivos de esta droga.

La importancia del tratamiento de los sintomas cognitivos radica en que este tipo
de sintomatologia predice el prondstico funcional de estos pacientes, es decir, la
adaptabilidad social, laboral y bienestar de estos pacientes. Un tratamiento
farmacolégico amplio de este trastorno, que incluya a las deficiencias cognitivas,
puede dar lugar a menores costos econdmicos de este trastorno, asi como
subyacer a mejoras en sintomatologia negativa e incluso positiva, dando como

resultado mejor calidad de vida en los pacientes con esquizofrenia.
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5. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es, evaluar el efecto de la administraciéon

sostenida de nicotina en el modelo de esquizofrenia NVHL.
Objetivos particulares:

Evaluar la integridad de la memoria de trabajo en el modelo de esquizofrenia,

NVHL, segun su ejecucion en un laberinto radial.

Conocer el efecto de la administracion crénica de nicotina en la memoria de

trabajo del modelo animal de esquizofrenia, NVHL.

Determinar si la lesién temprana del hipocampo genera cambios celulares a largo
plazo en esta region y en regiones interconectadas como porciones corticales

frontales.

Observar si la administracion crénica de nicotina modifica la morfologia celular en

el hipocampo ventral y en porciones corticales frontales.
6. HIPOTESIS

La evaluacion de los efectos de la administracion crénica de nicotina sobre la

memoria de trabajo del modelo animal NVHL genera las siguientes hipotesis.

1) Si las ratas NVHL modelan los déficits en memoria de trabajo presentes en
el trastorno, entonces estas ratas mostraran deficiencias en la ejecucion de
una tarea de laberinto radial al compararse con la ejecucion de ratas sham.

2) Si la nicotina tiene efectos pro-cognitivos, entonces la administraciéon
cronica de este farmaco mejorara la ejecucion del laberinto radial en las
ratas NVHL pero no tendra efectos sobre el grupo sham.

3) Si existen re-arreglos en la circuiteria cerebral tras una lesién temprana del
cerebro, entonces las ratas NVHL sin historial de administracién de nicotina
mostraran diferencias en la morfologia de neuronas en corteza e

hipocampo.
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4) Si la corteza y el hipocampo son fundamentales en la mediacion del efecto
pro-cognitivo de la nicotina, entonces las ratas NVHL con historial de
administracion de nicotina mostraran normalizacion en la morfologia

neuronal en regiones corticales e hipocampales.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 SUJETOS EXPERIMENTALES

Para llevar a cabo los objetivos de este proyecto se utilizaron 19 ratas gestantes
Sprague-Dawley. A partir del dia 14 y hasta el dia 20 gestacional se dio
manipulacion manual a estos animales con el objetivo de que se acostumbraran al
manejo por parte del experimentador y de esta manera evitar el rechazo de las

crias tras la cirugia experimental.

Las ratas adultas y sus crias permanecieron sin manipulacion durante 5 dias
posteriores al parto. En el dia posnatal 5, las ratas recién nacidas fueron sexadas.
Las crias hembras fueron sacrificadas mediante hipotermia, los machos
permanecieron con su madre hasta el momento de la cirugia experimental en el

dia postnatal 7.
7.2 CIRUGIA ESTEREOTAXICA

La cirugia estereotaxica, para generar el modelo NVHL y ratas con lesién falsa
(sham), se llevé de acuerdo a los reportes iniciales de Lipska, Jaxkiw y
Weinberger (1993). La cirugia experimental se llevd a cabo en el dia postnatal 7,
periodo importante del desarrollo del hipocampo, que se correlaciona con el tercer
trimestre de gestacién en humanos (Tseng et al.,2009). Las crias se sometieron a
cirugia solo si tenian un peso entre 15 a 20 gramos. Los animales fueron
anestesiados mediante hipotermia, se mantuvieron en hielo en periodos de 15 a
20 minutos de acuerdo al peso que mostraban. Se corroboré la eficacia de la
anestesia mediante la coloracion del animal y su respuesta a estimulos

mecanicos. Una vez anestesiados fueron asegurados a un equipo estereotaxico.

Se realiz6 una pequefa incision en la parte dorsal del craneo y se identificé la
posicion de Bregma. A partir de esta posicion anatomica se localizé la posicion
bilateral del hipocampo ventral en las coordenadas AP: -3.0 mm, ML: +-3.5 mm,
VD: -5.0mm. Se realizd la trepanacion del craneo mediante la insercion de la punta

de una aguja de diametro pequefio (20ga).
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En estas coordenadas, se introdujo una aguja Hamilton que liberaria 3 pl de acido
iboténico (concentracion de 10 ug/pl) con liquido cerebroespinal artificial como
vehiculo, para generar el modelo NVHL. Para generar animales con lesion falsa se
administré 3 pl de liquido cerebroespinal artificial. La administracion se realizé de
manera constante durante dos minutos y la aguja permanecié en la misma
posicion durante 3 minutos mas, para evitar la retraccidén del liquido provocando

que la lesién no correspondiera al hipocampo ventral.

Una vez que se hicieron las administraciones de manera bilateral, se prosiguio a la
sutura de los animales. Se retiraron del equipo estereotaxico y se mantuvieron
bajo una lampara para aumentar la temperatura corporal. Posteriormente fueron
regresados con su madre. En una misma camada se realizaron tanto lesiones

NVHL como sham, para diferenciarlas se marcaron con plumén permanente.

Las ratas se mantuvieron sin manipulacién y con sus madres hasta el momento
del destete, dia postnatal 25, donde se realojaron segun la condicién de la cirugia.
Se mantuvo el registro de sus pesos desde este momento hasta el inicio de las
evaluaciones conductuales. Se mantenian con acceso libre a agua y comida y en

un ciclo de luz-oscuridad normal.

Finalmente se conté con 68 sujetos experimentales, de los cuales 33 pertenecian

al grupo de lesion falsa y 35 al modelo de esquizofrenia NVHL.
7.3 EVALUACION CONDUCTUAL Y ADMINISTRACION DE NICOTINA

La evaluacion cognitiva se realizé mediante la ejecucidén de Laberinto Radial. Esta
tarea da evidencia de la capacidad de memoria de trabajo en los animales
experimentales. Esto es la representacion de una senal en un periodo de retraso
en el cual dicha senal no esta presente, la senal provee informacion relevante para
generar una respuesta subsecuente; la informacién que ofrece esta senal es
relevante durante la ejecucion misma, pero no se mantiene su importancia entre

diferentes sesiones (Dudchenko, 2004).
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Esta tarea fue descrita inicialmente por Olton y Samuelson (1976). La tarea clasica
consiste en un laberinto de 8 brazos conectados unicamente mediante una
plataforma central; desde la plataforma puede accederse a la entrada de
cualquiera de los brazos y para cambiar a un nuevo brazo es forzoso regresar a
esta plataforma. Que el animal tenga que regresar al punto de salida cada vez que
va a elegir un nuevo brazo, hace que todas las alternativas de respuesta estén
disponibles en cada eleccion, incluyendo los brazos que ya visitd. La contingencia
en este laberinto es el reforzamiento de la primera visita a un brazo, pero las
visitas subsecuentes a este mismo brazo se consideran errores; una buena
ejecucion se determina cuando el sujeto entra a nuevos brazos en cada eleccion.
La ejecucion de laberinto radial se ha mostrado sensible a la evaluacién

conductual de compuestos farmacolégicos (Olton, 1987).

En el caso de este trabajo, se utilizd una version modificada del laberinto radial
que contaba con 6 brazos extendiéndose radialmente alrededor de una plataforma
central. Cada uno de los brazos contaba con un contexto diferente; es decir
diferentes texturas se encontraban en las paredes de los brazos, esto proveia mas
informacion al sujeto experimental aparte de la mera informacion de localizacion

espacial.

La evaluacion conductual se inicid en periodos postpubertales hasta periodos de
adultez temprana, dias postnatales 50 a 70. A los animales experimentales se les
privo de alimento con acceso a comida 1 hora durante el dia, esto se inicid una
semana previa a la evaluacion conductual y se mantuvo durante todas las
sesiones. Durante 4 dias previos a la ejecucion de la tarea, los animales fueron
habituados al reforzador (cereal de chocolate) para evitar efectos de neofobia en

la ejecucion.

Las sesiones se realizaban en un cuarto silencioso que contaba con sefales
espaciales constantes fuera del laberinto capaces de guiar la conducta de los
sujetos; el laberinto permanecido en la misma posicion a través de todas las
sesiones. Después de la sesion con un animal, el laberinto era limpiado con

alcohol al 10%, para evitar que sefales olfativas guiaran la conducta. La conducta
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de los sujetos fue videograbada y contabilizada mediante el programa Any-Maze,

version 4.99m (San Diego Instruments Co. San Diego. USA).

Se determinaron 3 fases de evaluacion: 1) entrenamiento en eleccion libre; 2)

entrenamiento con interrupciones y; 3) entrenamiento con administracién de

nicotina.

1) Entrenamiento en eleccion libre: Se realizaron 9 sesiones en total. A modo

de habituacion, la primera sesion se mantuvo a los animales en el laberinto

durante 10 minutos, ningun brazo se encontraba reforzado. En las

siguientes sesiones los 6 brazos contaban con cereal de chocolate como

reforzador. Los animales eran posicionados en la plataforma central durante

10 segundos, después de este periodo se levantaba la guillotina de esta

plataforma y se permitia que los animales recorrieran el laberinto. Los

animales terminaban la sesion una vez que habian entrado a los 6

diferentes brazos o a los 300 segundos.

Las medidas conductuales que arrojo este grupo de sesién son las

siguientes:

Tiempo total de ejecucion.

Tiempo promedio de visita a un brazo.

Errores, es el numero de repeticiones de entradas a brazos. Se
considera un error ya que estos brazos no cuentan con reforzador
una vez que han sido visitados por primera ocasion.

Tiempo de error, se calcula el tiempo promedio que un sujeto
experimental gasté en la visita de brazos sin reforzador.

Entradas antes de repetir brazo, esta medida es un indicador de la
capacidad de memoria de trabajo. Si un animal visita una mayor
cantidad de brazos nuevos antes de cometer un error, indica que ha
almacenado mayor cantidad de informacion respecto a los brazos

que ya visitd, haciendo mas eficiente su conducta.
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2) Entrenamiento con interrupciones. Reportes previos ya habian evaluado el
efecto de la introduccion de demoras en la ejecucion de laberinto radial. La
introduccidén de demoras en la sesion generalmente se hace tras la eleccidon
del tercer brazo. Esto aumenta el grado de dificultad de la tarea dado que
los animales tienen que mantener la informacién de los brazos visitados sin
que estén disponibles durante este periodo. Como es de esperarse, se ha
reportado que interrupciones largas afectan de manera importante la
ejecucion de esta tarea (Dudchenko, 2004).

En este caso, los animales se confinaban en la plataforma central tras la
eleccion del tercer brazo. Se introdujeron demoras de 10, 30, 90 6 180
segundos, mientras las ratas estaban confinadas podian observar el carril
de cada brazo. También se hizo una evaluacion con una demora de 180
segundos en la que la guillotina de la plataforma central era opaca y no
permitia que los animales observaran los brazos. Todos los animales
ejecutaron la tarea con todas las demoras de manera contrabalanceada.
Después de pasado el tiempo de demora o gap, la plataforma central era
levantada y se permitia que hicieran elecciones subsecuentes. El animal
era retirado una vez que visitaba los 6 brazos o si pasaba 300 segundos en
ejecucion (sin tomar en cuenta el tiempo de la interrupcién). Las medidas
de esta fase, mostradas a continuaciéon, se analizaron tomando en cuenta
cada uno de los valores del retraso:

e Tiempo de completamiento de laberinto

e Tiempo promedio de visita

e Errores totales

e Tiempo de error

e Entradas antes de repetir brazo

e Tiempo de ejecucion previo a confinamiento

e Tiempo de ejecucion posterior a confinamiento

e Errores de brazos visitados previos a confinamiento

e Errores de brazos visitados posterior a confinamiento
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Las medidas asociadas al tiempo de ejecucion previo o posterior al
confinamiento nos dan indicadores sobre la modificacion en la
motricidad del sujeto tras una interrupcion. Por otro lado, las
evaluaciones de los errores divididos antes y después de la interrupcion
nos indican como almacenan la informacion los sujetos experimentales.
Es decir, si es mas probable cometer errores de los primeros 3 brazos
visitados, significaria mayor olvido de la primera informacion adquirida, y
mejor retencion de los ultimos brazos visitados. Por el contrario, si se
comenten mas errores de los brazos visitados después de la
interrupcidon nos indicaria un efecto de primacia, es decir, se
almacenaria de mejor manera las caracteristicas de los primeros 3

brazos visitados.

3) Entrenamiento con administracion de nicotina. En esta fase se inicio la
administracién cronica de nicotina o de solucion salina como control. Las
ratas fueron distribuidas aleatoriamente a cualquiera de los dos historiales
de administracion. Se dieron inyecciones subcutaneas de 0.5mg/kg, 2
veces al dia durante toda esta fase de entrenamiento. En este momento las
ratas se mantenian bajo el paradigma de laberinto radial con interrupciones
de 10, 30, 90 6 180 segundos, se omitio la evaluacion de 180 segundos con
confinamiento opaco.

Para ser administrada, la nicotina se prepar6 mediante la ecuacion
propuesta en Matta et al. (2006), asegurando que la administracion de
nicotina correspondiera con la dosis de 0.5mg/kg. Previamente se ha
mostrado que la administracion subcutanea de 1mg/dia de nicotina genera
niveles plasmaticos de 25ng/ml, una concentracion correspondiente a
niveles plasmaticos de nicotina en fumadores créonicos (Matta et al., 2006).
Esto nos permite asegurar que nuestras ratas se encontraban en un
paradigma de administracion crénica de nicotina similar al alto consumo de

tabaco presente en los pacientes con esquizofrenia.
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Se normalizé el pH de la droga con hidréxido de sodio, permitiendo
asegurar que los efectos no se debieran a la aversidon dada por la
administracion de nicotina debido a su acidez.

Finalmente se contaba con 4 grupos experimentales: ratas NVHL con
administraciéon de nicotina (n=19), ratas NVHL con administracion de
solucion salina (n=16), ratas sham o control con administracién de nicotina
(n=17) y ratas sham con administraciéon de salina (n=16). Las medidas
conductuales obtenidas fueron las mismas que en la fase de entrenamiento

anterior, dividiendo las ejecuciones segun estos 4 grupos experimentales

(Ver Tabla 2).
Grupo/Droga NICOTINA SALINA
NVHL 19 16 =35
SHAM 17 16 =33

=36 =32 Total=68

Tabla 2. Se muestra la cantidad total de sujetos experimentales (n=68) y la
cantidad de animales segun el grupo experimental por cirugia, historial de
administraciéon de farmaco y la combinacion de ambas variables.

7.4 CORROBORACION DE LESION

La obtencién del cerebro de los animales se hizo mediante perfusion intracardiaca
con paraformaldehido al 4%. Se les administré pentobarbital y, una vez
anestesiados, se les expuso la cavidad intracardiaca. En el ventriculo izquierdo se
insertd una canula por la cual se liberd solucién salina al 0.9% para promover la
salida de sangre y permitir el paso del paraformaldehido; se agrego heparina a la
solucion salina unicamente en las ratas que se usarian para tincion de Golgi con el

fin de observar menor grosor en los vasos sanguineos.

Después de la fijacidn, los cerebros fueron sacados del craneo rapidamente vy
dejados en post-fijacion durante 3 horas. Los cerebros que serian utilizados para
la corroboracion de lesion siguieron un procedimiento de crioproteccion, con dosis

progresivas de sacarosa en PBS (10%, 20% y 30%), y almacenados a 4 grados.
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Se procedid a la congelacion de los tejidos en hielo seco y almacenamiento a -80

grados.

Los cerebros fueron cortados en criostato, obteniendo rebanadas de 40 ym de
grosor. Los cortes se realizaron siguiendo el hipocampo desde porciones
anteriores hasta la seccidon posterior ya que la lesiéon puede extenderse desde -
3.80 hasta -5.65 mm a partir de Bregma. Los tejidos se tifieron con hematoxilina-
eosina, esta tincion permite la distincion de células al marcar el nucleo con

hematoxilina y el citoplasma con eosina.

Para realizar la tincion se sumergen los tejidos en xileno, se llevan a cabo
hidrataciones progresivas con alcohol, en concentraciones de 100%, 95%, 80%.
Se pasan los tejidos por agua destilada y posteriormente se afiade la hematoxilina.
Se lavan los tejidos con agua corriente para eliminar el exceso de hematoxilina y
se agrega alcohol al 95%. Se prosigue a la aplicacion de eosina y se deshidrata el

tejido progresivamente con alcohol al 95%, 100% y finalmente xileno.
7.5 TINCION DE GOLGI

Los cerebros que se utilizaron para la tincion de Golgi rapido no siguieron los
pasos de crioproteccion, en vez de esto se mantuvieron en postfijacion con
paraformaldehido por 24 horas. Se utilizaron 3 cerebros de cada grupo

experimental.

Con ayuda de un bloqueador se cortaron rebanadas coronales de 3 mm de grosor,
por cada cerebro se obtuvieron 3 rebanadas que contenian al hipocampo
completo y corteza frontal de las ratas. Estas rebanadas se mantuvieron en una
solucién de Golgi conformada por dicromato de potasio al 4.5% y acido ésmico al
1% en una proporcion 8:2. La solucién triplicaba el volumen de los tejidos, se
mantuvieron en agitacion, oscuridad y temperatura constante (30 grados) durante
un periodo de 2 semanas; solo se hizo un cambio de esta solucion 6 horas
después de introducir los tejidos para promover una mejor penetracion en las

neuronas.
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Pasadas las 2 semanas, se transfirieron los tejidos a una solucién de nitrato de
plata al 0.75%, cambiando la solucion hasta no haber precipitaciones; una vez que
se mostraba limpia, se dejaba reposar en el liquido por 48 horas. Los tejidos se
retiraron del nitrato de plata y se cepill6é la superficie de los cortes con alcohol al
50%. Se deshidrataron las rebanadas con alcoholes al 70%, 80%, 96%, 100% vy
finalmente una mezcla 1:1 de alcohol absoluto/éter. Se polimerizaron los tejidos,
embebiéndose en colodion, en vacio y vapores de cloroformo. Una vez formados
los bloques, se cortaron rebanadas mas delgadas de 120 um de grosor utilizando
un micrétomo. Estas rebanadas se deshidrataron progresivamente en alcoholes al
80%, 96%, isopropanol y xilol. Los tejidos se montaron, utilizando Permount como

medio de montaje.

Los tejidos fueron observados y fotografiados en un estereoscopio para ver la
conformacién general del tejido y observar si la lesiéon estaba presente en los
animales NVHL.

Con un microscopio invertido (Olympus Ckx41) se tomaron fotos de las neuronas
piramidales de la corteza, asi como de neuronas granulares del hipocampo. Se
utilizaron objetivos de 10x para tomar la neurona en su totalidad y 40x para
obtener mas detalles de la célula, con este objetivo se tomaron varias fotos con

distintos focos para seguir las prolongaciones de la neurona.

Las imagenes fueron analizadas en el software ImagedJ v. 1.47. Se cre6 un stack
con todas las imagenes tomadas de una misma célula y se sumé la sefial para
obtener en un mismo plano todas las caracteristicas fotografiadas. Con este
mismo software se cuantificd el diametro mayor y area del nucleo, asi como el
numero y longitud de dendritas; las imagenes se convirtieron a 8 bits y se

ajustaron a una funcién (IsoData) para eliminar el ruido y cuantificar solo senal.
7.6 ANALISIS DE DATOS

Se utilizé el software Sigma Plot 11.0 para realizar todos los analisis estadisticos.
En el caso de las comparaciones en la ejecucion de laberinto radial, en la fase de

eleccion libre, se realizé un ANOVA de dos vias, teniendo como factores al grupo
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(NVHL o sham) y el numero de sesién. Para el analisis del entrenamiento con
interrupciones, el ANOVA incluia los factores de grupo y duracion de la
interrupcion (10s, 30s, 90s, 180s, 180s en oscuridad). Finalmente, en el analisis de
la fase de administracion de drogas, se realiz6 un ANOVA de 3 vias en donde se
tomaron como factores el grupo, la duracién de la interrupcion, asi como el

farmaco administrado (solucion salina o nicotina).

Para analizar las diferencias celulares, tanto en neuronas granulares del
hipocampo, como en neuronas piramidales de la corteza, se llevdo a cabo un
ANOVA de dos vias tomando en cuenta el grupo y el historial de administracién de
farmaco. Todas las comparaciones post-hoc se llevaron a cabo con el test de

Tukey.
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8. RESULTADOS
8.1 CORROBORACION DE LESION

Los animales a los que se les administro acido iboténico, durante la cirugia
estereotaxica, mostraron alteraciones en la morfologia del hipocampo, asi como
alargamiento del ventriculo lateral. Las ratas con infusion de liquido cerebroespinal
artificial mostraron morfologia normal. En la Figura 6 se muestran las

comparaciones entre los grupos.

Figura 6. Las imagenes de la izquierda corresponden a los
animales con lesion falsa, mientras que del lado derecho al
modelo NVHL. En el panel A se muestra el hipocampo a -2.8 mm
AP relativo a Bregma y en el panel B a una distancia de -3.6 mm
AP relativo a Bregma. Las flechas sefialan las regiones en donde
se encuentra la lesion.
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En los animales NVHL se evidencio que la lesién es mayor hacia el eje antero-
posterior del hipocampo, consistente con una lesion en la porcidn ventral del
hipocampo y mostrandose sin alteracidon las porciones dorsales del mismo. Sélo
se encontré un caso de lesion unilateral y un caso con una lesion muy extendida
que incluia todo el hipocampo y talamo, estos datos fueron excluidos del analisis

estadistico.
8.2 EJECUCION DE LABERINTO RADIAL

Tanto en la fase de eleccién libre, como en el entrenamiento con interrupciones se
evidenciaron deficiencias en la memoria de trabajo en las ratas NVHL. En la fase
de eleccion libre hubo diferencias en el numero de entradas antes de repetir brazo;
en las ultimas sesiones las ratas control entraban a 5 brazos diferentes antes de
cometer un error, mientras que las ratas NVHL a visitaban 4 diferentes brazos. Se
mostro un efecto por grupo (F[1,540]= 14.128, p < 0.001) y por sesién (F[3,540]=
7.249, p < 0.001). Las comparaciones post-hoc mostraron diferencias significativas
en la ejecucion de las ratas sham y NVHL en las ultimas 4 sesiones. Ver Figura
TA.

El tiempo de ejecucién fue disminuyendo al paso de las 8 sesiones. Tanto el grupo
(F[1,540]= 26.946, p < 0.001), como las sesiones (F[3,540]= 24.300, p < 0.001)
mostraron efecto, pero no la interaccion de ambas variables (ver Figura 7B).
También se mostré una disminucion en el tiempo promedio de visita a un brazo al
paso de las sesiones (F[3,540]= 9.457, p < 0.001), pero el grupo no mostré
diferencia, es decir, ambos grupos pasaban en promedio 18 segundos en su visita

a cada brazo en las ultimas sesiones.

Las ratas NVHL cometieron mas errores a través de las sesiones repitiendo la
visita a brazos sin reforzador, en promedio 4 errores por sesién. Las ratas sham
disminuyeron la cantidad de errores a través de las sesiones, se mostro efecto por
grupo (F[1,540]= 45.583, p < 0.001) y las comparaciones post-hoc mostraron
diferencias en los grupos desde la sesién 3 hasta el final del entrenamiento. Los

resultados se muestran en la Figura 8.
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Figura 7. ETR y tiempo total en fase de eleccidén libre. La linea
azul muestra la ejecucion del grupo sham, mientras que la linea
roja los valores del grupo NVHL, la misma nomenclatura se
mantendra en los graficos subsecuentes. En el panel A se
grafican las entradas a nuevos brazos antes de cometer un error
(ETR), ambos grupos comenzaron con valores similares, pero al
paso de los sesiones se mostré una mejoria en la ejecucion del
grupo sham. El grupo NVHL se mantuvo en valores bajos,
mostrando una deficiencia en la capacidad de almacenamiento de
la memoria de trabajo, siendo significativamente distinta en las
ultimas 4 sesiones (p < 0.001). En el panel B se observa que tanto
el grupo sham, como el grupo NVHL, disminuyeron los tiempos de
completamiento del laberinto a lo largo de las sesiones.
Consistente con el aprendizaje de la tarea, el tiempo de ejecucién
fue significativamente menor para el grupo sham en el ultimo par
de sesiones (p < 0.001).
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El tiempo de error nos permite evaluar cuanto tiempo de ejecucion era gastado en
la comision de errores. EI ANOVA mostré un efecto por sesion (F[3,541]= 11.721,
p < 0.001), asi como mayores latencias de error en las ratas NVHL que las sham
(F[1,541]= 44.553, p < 0.001), efecto que se mantuvo en todas las sesiones

mostrado por la comparacion post-hoc de Tukey (ver Figura 8).

La introduccion de interrupciones, después de la tercera eleccion de brazo, puso
un reto mayor en la ejecucion del laberinto. De esta manera, se obligdo a los
animales experimentales a almacenar durante mayor tiempo la informacién de los
brazos visitados y que ya no preverian reforzador. En esta fase de entrenamiento,
la medida ETR no mostré efecto por grupo, tampoco por la duraciéon de la
interrupcién, ni la interaccidon de ambas variables. El tiempo total de ejecucion
mostro diferencia segun el grupo (F[1,338]= 5.861, p < 0.05), pero es
independiente de la duracion del confinamiento. Por su parte, el tiempo promedio
de visita a un brazo, tampoco mostré diferencias estadisticamente significativas,
confirmando que la condicion del grupo, o la duracion de confinamiento, no

afectan el tiempo que una rata tardara en su estancia en un brazo.

En cuanto a la comisién total de errores, en la fase de entrenamiento con
interrupciones, se encontré que la varianza era explicada por la condicién del
grupo (F[1,338]= 23.653, p < 0.001), pero no por el valor de la interrupcién. El
analisis post-hoc mostré que cuando el confinamiento duraba 10 6 30 segundos
las ratas NVHL cometian significativamente mas errores que los sujetos sham. Sin
embargo, en las interrupciones de 90 6 180 segundos no se mostro diferencia. Los
valores del tiempo de error mostraron efecto segun el grupo (F[1,338]= 23.267, p <
0.001) y se mantuvieron las diferencias significativas sélo en las interrupciones

con valores de 10 y 30 segundos. Los datos se ejemplifican en la Figura 9.

En esta fase de entrenamiento también se realiz6 analisis del tiempo de ejecucion
dividiéndolo en dos momentos, de manera previa y posterior al confinamiento, esto
con la finalidad de observar si tras la interrupcién, los animales tardarian mas en
completar la tarea. El tiempo gastado en la eleccidén de los primeros tres brazos o

tiempo previo al confinamiento, no mostré efecto por grupo. El tiempo de ejecucion
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posterior al confinamiento mostré un efecto diferencial por grupo, siendo mayor en
los animales NVHL (F[1,338]= 4.691 p < 0.05). La duracion del gap no mostro

efecto en el tiempo de ejecucion.

Por otro lado, también se analizaron los errores de manera diferencial. Es decir, si
era mas frecuente cometer un error al repetir un brazo visitado dentro de las
primeras tres elecciones, o si se cometian mas errores al repetir brazos que fueron
visitados posterior al confinamiento. Se encontré que el primer tipo de error es el
mas comun, tanto para el grupo sham como para el grupo NVHL, mostrando que
es mas probable olvidar la informacién de los primeros brazos visitados. Se
encontré un efecto por grupo para los errores de brazos visitados previos a
confinamiento (F[1,338]= 20.420, p < 0.001) asi como para los errores de brazos
visitados posterior al confinamiento (F[1,338]= 11.098, p < 0.001). Ninguna de las
dos medidas arrojé un efecto por la duracién del gap, es decir, el tiempo de
interrupcidn de la tarea no modificaba la cantidad de errores que se cometian. (Ver
Figura 10).
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Figura 8. Errores totales y tiempo de error en fase de eleccion
libre. En el panel A se muestra la cantidad de errores cometidos
durante las sesiones. Ambos grupos comenzaron el
entrenamiento cometiendo una cantidad similar de errores, pero a
lo largo de las sesiones el grupo sham disminuyo la cantidad de
visitas a brazos sin reforzador. El grupo NVHL se mantuvo
cometiendo una alta cantidad de errores sin mostrar una mejoria
desde los valores iniciales; la prueba post-hoc mostré diferencias
significativas entre los grupos de la sesién 3 ala 8 (p < 0.001). El
tiempo que una rata tardaba en la visita a un brazo no mostré
diferencias para ambos grupos (18 segundos en promedio). Sin
embargo, cuando se pondera el tiempo segun la visita a brazos
erroneos, se encuentra que las ratas NVHL gastan mas tiempo
cometiendo equivocaciones (p < 0.001), la diferencia fue
significativa en todas las sesiones. La grafica también muestra
que ambos grupos fueron disminuyendo el tiempo de error a lo
largo del entrenamiento, mostrando mayor eficiencia en la
ejecucion del mismo.

57



A Errores totales
*

Error
w

—e— SHAM | |
—o— NVHL

B Tiempo de error

80 - *

[e2)
o

Tiempo (s.)
)

N
o

10 S. 308S. 90 S. 180S. 180S.0S
GAPS

Figura 9.Errores totales y tiempo de error en la fase de
entrenamiento con interrupciones. En el panel A, se muestran las
diferencias entre el grupo NVHL y el grupo sham segun el
intervalo de interrupcion dado. Sodlo existen diferencias
significativas cuando las interrupciones son cortas, como 10 6 30
segundos, pero las interrupciones largas, de 90 6 180 segundos
anulan la disparidad en la ejecucién (p < 0.001). Esta tendencia
se mantiene en el tiempo de error mostrado en el panel B, donde
las diferencias estadisticamente significativas se presentan en los
gaps pequefios (p < 0.001).
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Figura 10. Errores de brazos visitados previo y posterior al
confinamiento en la fase de entrenamiento con interrupciones. Al
dividir los errores segun el momento de adquisicion de la
informacion, se deja ver que es mas probable olvidar los brazos
que fueron visitados antes de interrumpir la tarea y repetir la visita
a estos brazos aunque ya no cuenten con reforzador. Existe un
efecto por grupo para ambos tipos de errores, en el panel A se
observa mayor cantidad de errores del grupo NVHL, cuando la
interrupcion dura 10 6 30 segundos (p < 0.001). En los errores de
brazos visitados posterior a confinamiento, graficados en el Panel
B, también se encuentran mayor cantidad de errores del grupo
NVHL, significativamente mayores cuando el gap dura 10
segundos 6 180 segundos con confinamiento oscuro (p < 0.001).
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8.3 EJECUCION DE LABERINTO RADIAL BAJO LA ADMINISTRACION DE
NICOTINA

Durante esta fase del entrenamiento las ratas se mantuvieron bajo la
administracién cronica de 0.5 mg/kg de nicotina dos veces al dia o solucion salina
como control. La ejecucion del laberinto se mantenia bajo el paradigma con

interrupciones.

El numero de entradas a nuevos brazos antes de repetir, mostré un efecto por la
interaccién de las variables Grupo y Droga (F[1,270]= 4.936, p < 0.05). La
duracion de la interrupcion no tuvo efecto en la ejecucion, en la Figura 11A se
puede observar que, el grupo NVHL con historial de administracién de nicotina
muestra un aumento en la entrada a nuevos brazos. El tiempo total para completar

el laberinto mostro efecto por grupo (F[1,270]= 11.385 p < 0.001).

De manera consistente a lo encontrado en las otras fases de entrenamiento, el
tiempo promedio gastado en la visita de un brazo no reveld efecto por grupo,

duracion de la interrupcién, droga o la interaccion de las variables.

En cuanto a los errores cometidos a lo largo de toda la sesidn, se encontré un
efecto por grupo (F[1,270]= 25.089, p < 0.001), historial de administracion de
droga (F[1,270]= 6.560, p < 0.05) y la interaccion de estas dos variables (F[1,270]=
4.380, p < 0.05). En el caso del tiempo gastado en la comisién de errores, también
se observo efecto por grupo (F[1,270]= 30.6, p <0.001) e historial de
administraciéon de droga (F[1,270]= 5.556 p <0.05); en este caso no hubo resultado
por la interaccibn de ambas variables. En la Figura 12 se observa que el grupo
NVHL comete mayor cantidad de errores y tiene mayor tiempo de error, pero tras
la administracion de nicotina la ejecucién del grupo se acerca a los valores del
grupo sham; por otro lado, también es claro que la administracién de nicotina en el
grupo sham no afecta su ejecucion, teniendo valores bastante similares al grupo

sham con administracion de solucion salina.
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Figura 11. ETR vy tiempo total de ejecucion en fase de
administracion de nicotina. Las lineas rojas indican la ejecucion
del grupo NVHL, mientras que las lineas azules la ejecucion del
grupo sham. Cuando la linea es continua indica que el grupo fue
tratado con solucion salina, mientras que las lineas punteadas
muestran un historial de administracion crénica de nicotina. En el
panel A se grafican las entradas a nuevos brazos antes de repetir,
como se puede observar, el grupo NVHL con administracion de
nicotina muestra una mejora respecto al grupo NVHL-Salina. En
cuanto al tiempo total de ejecucion, mostrado en el panel B, se
muestra un efecto por grupo, siendo las ratas NVHL las que
despliegan mayores tiempos de ejecucién (p < 0.001), sin mostrar
diferencia por la droga administrada, indicando que la nicotina no
interfirid con la motricidad de los animales experimentales.
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El tiempo que los animales gastaban en la eleccion de los tres primeros brazos
s6lo mostré efecto por grupo (F[1,270]= 8.961, p < 0.05). El tiempo de ejecucion
posterior al confinamiento también mostré diferencia segun la condicion sham o
NVHL de las ratas (F[1,270]= 7.791, p < 0.05), pero no se encontr6 efecto por la
duracion del confinamiento o la droga administrada. Esto confirma que la nicotina

no tuvo injerencia en la motricidad de los animales.

Al dividir los errores segun el momento de adquisicion de la informacion del brazo,
ya sea de manera previa o posterior al confinamiento, de nuevo resulté que los
animales cometian mas errores al repetir la entrada a brazos que fueron las
primeras 3 elecciones. Tanto el grupo (F[1,270]= 22.589, p < 0.001), la droga
administrada (F[1,270]= 4.574, p < 0.05) y la interaccién del grupo y la droga
(F[1,270]= 4.968, p < 0.05) explica la cantidad de errores de brazos visitados
previos al confinamiento. La repeticion de brazos que fueron visitados por primera
vez después del confinamiento, muestra un efecto por grupo (F[1,270]= 9.788, p <
0.05) y droga (F[1,270]= 5.883, p < 0.05). En la Figura 13 se muestran estos

resultados.
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Figura 12. Errores totales y tiempo de error en la fase de
administracién de nicotina. En el panel A se observa la cantidad
de errores cometidos en toda la sesion. Se puede ver que las
ratas NVHL cometen mas errores que el grupo SHAM. Sin
embargo la administracion crénica de 0.5 mg/kg de nicotina logré
disminuir la cantidad de errores en el grupo NVHL, asemejandose
a los valores del grupo SHAM; el resultado es mas claro cuando la
interrupcion era corta (10 6 30 segundos). En el caso de las
interrupciones largas también se observa una tendencia hacia la
reduccion en la cantidad de errores. El grupo sham no muestra
diferencia segun la droga administrada. El panel B ejemplifica el
tiempo de error, la nicotina logra disminuir los altos valores del
grupo NVHL, siendo mas evidente cuando la interrupcion dura 10
6 30 segundos; el grupo SHAM no obtiene beneficio de esta
droga.
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Figura 13. Errores de brazos visitados previo y posterior al
confinamiento en la fase de administracién de nicotina. En la
grafica A, se muestra la cantidad de repeticiones de los primeros
3 brazos que eligieron los animales experimentales y que fueron
visitados previo a la interrupcion de la ejecucion. Las ratas NVHL
muestran mayor cantidad de este tipo de errores y de nuevo la
nicotina es eficaz al revertir esta deficiencia. En la segunda parte
de la sesion, una vez que terminaba la interrupcién, los animales
experimentales se encontraban con 3 brazos que aun no habian
sido visitados y contaban con reforzador. En la grafica B se
observa la cantidad de repeticiones correspondiente a estos
brazos visitados posterior al confinamiento; de nuevo se observa
que el grupo NVHL comete mas errores de este tipo y la nicotina
mejora su ejecucion. En ninguno de los dos tipos de error se
observa efecto de la nicotina sobre el grupo sham.
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8.4 COMPARACIONES CELULARES

En los tejidos tenidos con la técnica de Golgi rapido, también se pudo confirmar la
localizacion y extension de la lesion en los animales NVHL y la anatomia
conservada de los sujetos sham. Los cortes correspondientes a animales NVHL
mostraban una reduccion en el tamafo del hipocampo ventral, asi como mayor
tamafio del ventriculo lateral, en la Figura 14 se observan imagenes

representativas de cada grupo.

Figura 14. Cortes coronales tefidos con Golgi rapido. La region
representada corresponde aproximadamente a -2.8 mm AP a
partir de Bregma. En la imagen de la izquierda se observa la
estructura intacta del hipocampo de un animal con lesién falsa. En
la imagen de la derecha se sefala, con la flecha superior, la
reduccion de volumen de la porcién ventral del hipocampo, y en
las flechas inferiores se localiza el ventriculo lateral que se
muestra mas amplio en los animales que recibieron acido
iboténico en el dia postnatal 7.
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Para observar si existian diferencias en la morfologia celular de los animales
experimentales, se analizaron tanto neuronas piramidales de la corteza, como
neuronas granulares del hipocampo. Para el analisis de datos también se tomo en
cuenta el historial de administracién de nicotina o solucién salina. Se obtuvieron vy
analizaron 45 neuronas de corteza y 40 neuronas de hipocampo del grupo sham-
Nicotina, 31 neuronas de corteza y 18 neuronas de hipocampo de ratas sham-
Salina, 53 neuronas de corteza y 35 neuronas de hipocampo del grupo NVHL-
Nicotina y finalmente 40 neuronas de corteza y 19 neuronas de hipocampo del

grupo NVHL-Salina.

Los parametros evaluados en las neuronas granulares fueron el area del soma,
diametro mayor del soma, longitud de las dendritas primarias, asi como la longitud
horizontal. La longitud horizontal se refiere a la distancia entre los extremos finales
de las dendritas mas distantes entre si, este valor indica si la comunicacion de la
neurona abarca un area amplia o reducida. Se encontré que las neuronas
granulares tenian de 2 a 4 dendritas primarias. El tamafio del soma (F[1,103]=
59.474,p <0.001) y el diametro mayor del soma (F[1,103]= 62.377, p < 0.001)
mostraron ser dependientes del grupo, pero no de la administracion de nicotina
(Ver Figura 15). La longitud de las dendritas primarias y la longitud horizontal no
mostraron efecto por grupo, droga, ni por la interaccién de ambas. En la Figura 16

se muestran neuronas representativas de cada grupo.

También se evaluaron el area de soma, diametro mayor de soma y longitud de
dendritas primarias basilares de las neuronas piramidales de la corteza. Se
encontré que las neuronas piramidales tenian de 3 a 5 dendritas primarias

proyectando desde el soma.

Los resultados del ANOVA indican que la longitud promedio de las dendritas
basilares fue diferente tomando en cuenta el grupo (F[1,155]= 9.332, p < 0.05). Sin
embargo, al comparar con T de Student, las medias de longitud entre los grupos,
también se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre las ratas
NVHL-Nicotina y NVHL-salina (p < 0.05). De acuerdo con el ANOVA, el area del
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soma mostré ser dependiente de la interaccidén entre las variables droga y grupo
(F[1,155]= 3.954, p < 0.05). La comparacién post-hoc indicé diferencias puntuales
entre el grupo NVHL tratado con solucion salina y NVHL con tratamiento de
nicotina. El diametro mayor del soma también mostré efecto de interaccion de las
variables droga y grupo (F[1,150]= 10.648, p=0.001), ver Figura 17.

Como se puede observar, el area del soma, el didametro mayor del soma y la
longitud promedio de las dendritas, mostraron alteraciones cuando se dio una
lesién en el hipocampo ventral en etapas tempranas del desarrollo. La nicotina
logré revertir estas alteraciones igualando las medidas hasta los valores de las
ratas con lesion falsa. Por otro lado, la administracion de nicotina no mostré efecto
en el grupo SHAM. En la Figura 18 se muestran neuronas piramidales

representativas de cada grupo.
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Figura 15. Anadlisis cuantitativo de neuronas granulares del
hipocampo. En el panel A se muestra el diametro del soma, con
un valor promedio de 190.534 um? (SEM= 9.316 pm?) para el
grupo sham y 91.021 pm? (SEM= 8.929 um?) en el grupo NVHL.
Existe una diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos, pero la administracion de farmaco no causo6 efecto en
esta medida. Los valores del didmetro mayor de soma se
muestran en el panel B. En las ratas sham se observa un
diametro de 21.316um (SEM= 0.703 pm), mientras que en las
ratas NVHL el promedio es de 13.627 um (SEM=0.674 ym). Se
confirma que no hay efecto por la administracion de nicotina. En el
panel C se cuantifica la longitud de las dendritas primarias, el
analisis estadistico no mostro efecto por grupo de lesion, ni por
historial de administracion de droga. La longitud promedio de las
dendritas en el grupo NVHL fue de 118.772 pm (SEM=5.207 uym),
y en el grupo sham de 130.003 ym (SEM=5.433 um).

T T T T T
o — - N N w w
o o [3,]

o

o

(4]
(wn) ewos JoAew onawelq

(=]

68



Figura 16. Imagenes representativas de neuronas granulares del
hipocampo, pertenecientes a los 4 grupos experimentales. En
cada imagen la flecha sefiala el soma de las neuronas, el area y
el diametro que fue significativamente mayor en los sujetos sham
que en los NVHL. La administracion de farmaco no tuvo efecto en
ninguno de los parametros evaluados.
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Figura 17. Analisis cuantitativo de neuronas piramidales de corteza.
En el panel A, se muestran los resultados del area de soma. Los
valores son los siguientes: sham-SAL 269.714 pm? (SEM=17.750
um?), sham-NIC 266.206 pm? (SEM=13.749 pm?), NVHL-SAL
212.230 pm? (SEM= 14.106 pm?), NVHL-NIC 266.460 pm?
(SEM=11.833 um?). El andlisis post-hoc reveld diferencias
entre el grupo NVHL que fue tratado con solucion salina y el resto
de los grupos. En el panel B se observa la medicién del diametro
mayor del soma, en el grupo sham-SAL la media fue de 22.690 um
(SEM=0.916 um), sham-NIC 20.922 ym (SEM=0.710 pm), NVHL-
SAL 18980 pum (SEM=0.728 pm), NVHL-NIC 22.144 pm
(SEM=0.641 pm). La medicién de la longitud de las dendritas
primarias basilares esta indicada en el panel C, los datos que se
obtuvieron por grupo son: sham-SAL 64.723 pum (SEM=4.252
pgm), sham-NIC 67.540 ym (SEM=3.194 pm), NVHL-SAL 51.214
um  (SEM=3.279 um), NVHL-NIC 60.357 ym (SEM=2.619 ym).
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Figura 18. Imagenes representativas de neuronas piramidales de
la corteza, pertenecientes a los 4 grupos experimentales. A pesar
de que la lesion en el grupo NVHL se realiz6 en el hipocampo
ventral, las consecuencias se pueden observar en neuronas
corticales interconectadas con esta region. Otro factor a tomar en
cuenta es que la lesién se llevo a cabo en etapas tempranas del
desarrollo y sus efectos permanecieron hasta la etapa adulta,
momento en el que fueron obtenidos los encéfalos para esta
tincion. En el grupo NVHL con administracion de solucion salina
se encontré6 menor area y diametro de soma, asi como menor
promedio de longitud en dendritas basilares. La nicotina logro
revertir este efecto tras ser administrada de manera croénica en el
grupo NVHL.
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9. DISCUSION

La presente investigacion tuvo como objetivo principal evaluar la administracion
cronica de nicotina en un modelo animal de esquizofrenia ampliamente validado.
Teniendo esto presente, primero se buscaba demostrar, tal como se ha reportado
con anterioridad, que el modelo NVHL presenta deficiencias en la ejecucién de
tareas cognitivas particularmente en la ejecucién de laberinto radial (Chambers et
al., 1996), tarea que evalua la integridad de la memoria de trabajo en animales

experimentales.

Tras un entrenamiento de 8 dias, las ratas NVHL mostraron serias deficiencias en
la ejecucion del laberinto radial, visitando menor cantidad de brazos nuevos antes
de hacer una repeticion, medida relacionada con la capacidad de almacenamiento
de informacion de la memoria de trabajo. También se encontré que las ratas NVHL
se mantuvieron cometiendo alrededor de 4 errores por sesion durante todo el
entrenamiento, mientras que en las ratas sham hubo un decremento en el numero

de errores a través de las sesiones.

El hecho de que no existieran diferencias en el tiempo promedio de visita a un
brazo, indica que las diferencias encontradas entre el grupo sham y NVHL no
pueden ser atribuidas a problemas de motricidad, ansiedad o diferencias en los
tiempos de adquisicion de informacion de cada brazo. Sin embargo, al ponderar la
cantidad de tiempo en la visita a brazos que ya no contaban con reforzador, las
ratas NVHL tomaron mas tiempo en la visita a brazos erréneos, indicando un claro
problema en el almacenamiento y mantenimiento de informacion, necesarios en la

memoria de trabajo.

La introduccion de demoras en la ejecucion de la tarea aumento la dificultad en la
resolucion de la misma, dado que se forzdé a los animales a mantener en linea la
informacion de los brazos visitados sin tener acceso al resto del laberinto. La
introduccidon de demoras en la ejecucion del laberinto radial ya habia sido descrita

previamente y se habian demostrado deficiencias en la ejecucion de animales
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experimentales sanos con demoras de 2.5 minutos, 60 y 120 minutos (Dudchenko,
2004).

En esta investigacion encontramos que con interrupciones cortas de 10 y 30
segundos los animales NVHL mostraron mayores deficiencias en la ejecucion del
laberinto; cuando la demora era larga, de 90 6 180 segundos, la cantidad de
errores entre sujetos NVHL o SHAM no era diferente. Esto sugiere que, al poner
un reto mayor en la tarea, se logré afectar la memoria de trabajo del grupo sham,
llevandola a una deficiencia similar a la mostrada por el grupo NVHL. Al aumentar
la cantidad de entrenamiento, en la fase de administracién de nicotina, las ratas
sham disminuyen la cantidad de errores independientemente del intervalo de

demora.

En la etapa de entrenamiento con interrupciones también se encontré que la
mayor cantidad de errores provenian de repeticiones de brazos visitados previos
al confinamiento. Esto nos habla de un fendmeno de recencia en la ejecucion del
laberinto, es decir, una mayor capacidad para mantener la informacion de los
ultimos items presentados, en contraposicion al efecto de primacia o mayor
capacidad para mantener la informacion de los primeros estimulos adquiridos
(Stephane et al., 2010). Se ha encontrado que las demandas de la tarea es lo que
determina si la codificacion de la informaciéon sera mejor sobre los primeros o los
ultimos items presentados (Morrison, Conway y Chein, 2014). La importancia de
estos efectos en la ejecucion del laberinto radica en que se requiere memorizar un
orden secuencial y, dado el confinamiento durante la ejecucion, se interrumpe la

codificacion de informacién de los primeros brazos visitados.

En una tarea de memoria de trabajo con demoras, realizada a pacientes con
esquizofrenia, se ha mostrado que muestran un menor efecto de primacia,
independiente a la duracién de la demora. Se hipotetiza que se debe a un
decaimiento mas rapido de la informacién almacenada (Stephane y Pellizzer,

2007). Estos resultados mimetizan lo que se observé con el modelo NVHL.
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En investigaciones previas se han demostrado efectos controversiales de la
nicotina en el modelo NVHL. Berg y Chambers (2008), demostraron una mayor
sensibilizacion locomotora en animales NVHL vs animales sham tras la
administracién crénica de 0.5 mg/kg de nicotina. La administracion se realizé una
vez al dia y previo a una evaluacion en campo abierto durante 2 semanas. Los
animales NVHL mostraron un incremento progresivo de actividad. Se interrumpid
la administracion de droga o vehiculo durante 2 semanas y se llevd a cabo una
evaluacion final con la administracion aguda de 0.5 mg/kg de nicotina a todos los
animales; los animales NVHL con historial de administracion de nicotina mostraron

mayor sensibilizacion al farmaco.

En otro trabajo, se investiga la ejecucion de laberinto radial en animales NVHL, asi
como la administracion de nicotina. Esta droga fue administrada de manera aguda
probando dosis de 0.1, 0.2 y 0.4 mg/kg inyectadas 20 minutos antes de la sesion.
Solo se evaluaron las entradas antes de repetir brazo y ninguna de las dosis tuvo

efecto en el grupo NVHL o sham (Chambers, Moore, McEvoy y Levin, 1996).

También se ha intentado comparar si el efecto de la nicotina en el modelo NVHL
esta relacionado con mayor propension a consumir la droga o a efectos benéficos
en la cognicién. Berg y colaboradores (2014b) evaluaron grupos diferentes de
ratas NVHL en un paradigma de autoadministracion de nicotina y en la tarea de
laberinto radial. En el laberinto radial solo se evaluo el tiempo total de ejecucidn, la
cantidad de reforzadores consumidos y las entradas antes de repetir. Se
administré 0.5 mg/kg de nicotina subcutaneamente 30 minutos antes de la sesion
por periodos variables del entrenamiento y no se encontrd beneficio de la droga en
las deficiencias de ejecucion del grupo NVHL. En el paradigma de
autoadministraciéon se inici6 con una administracidén crénica de nicotina en
periodos de peri-adolescencia del animal, este tratamiento previo no interfirié6 con
la autoadministracion de los animales en el periodo de adultez; las ratas NVHL
mostraron mas cantidad de presion de palanca para obtener la infusion de
nicotina, mayor resistencia a la extincion, asi como mayor respuesta locomotora

ante la droga. Los autores concluyen que la hipotesis de automedicacion se
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relaciona con una mayor propension al consumo de la droga y no con los efectos

benéficos en la cognicion de los pacientes.

Finalmente, existe otra evidencia sobre la relacidén de la nicotina y su efecto en las
deficiencias en cognicion de los animales NVHL. Berg y colaboradores (2014a)
colocaron a los sujetos experimentales parches transdermales que liberaban 0.5
mg/kg de nicotina al dia, durante 10 dias; se retiro el parche y se comenzé con la
evaluacion conductual en el laberinto radial. En las sesiones finales de
entrenamiento se dieron inyecciones agudas de nicotina. Los resultados apuntan a
que el historial de administracion de nicotina con parches no hizo la diferencia en
la ejecucion del grupo NVHL. Sin embargo, en las ultimas sesiones donde se re-
administré la droga si se encontré un modesto efecto pro-cognitivo de la droga.
También se encontré menor densidad de receptores a432 en la corteza frontal de

los animales NVHL, fendmeno que fue revertido por el farmaco (Berg et al., 2014).

Las evidencias referenciadas previamente indican que la nicotina no tiene claros
efectos en la cognicion, esto puede deberse a varios hechos. En primer lugar solo
reportan medidas como las entradas antes de repetir, el tiempo de ejecucion y la
cantidad de reforzadores obtenidos en la sesién. Si bien estas medidas son
importantes en la descripcién de la ejecucién del laberinto, medidas como la
cantidad de errores y la latencia de error nos permitieron diferenciar con mayor
claridad las deficiencias cognitivas del grupo NVHL. Por otro lado, la forma de
administracién de los articulos previos no mimetiza el patrén de consumo de los
pacientes con esquizofrenia y del cual podrian estarse beneficiando
cognitivamente, en algunos casos la administracion era aguda o no correspondia

con el momento de evaluacion en el laberinto.

En este trabajo pudimos constatar que la nicotina no interfirié con el tiempo total
de ejecucion, ni con las latencias, lo cual nos permite concluir que no afecté la
motricidad de los animales NVHL o sham. Sin embargo, el historial de
administracién de nicotina si fue un factor determinante en la medida de capacidad
de almacenamiento de la memoria de trabajo; también decremento la cantidad de
errores y el tiempo gastado en la visita de brazos sin reforzador en las ratas
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NVHL, pero no en las sham. Estas evidencias nos permiten discutir varios puntos.
En primer lugar fue necesario que la administracion de nicotina se diera de
manera crénica para poder observar su efecto pro-cognitivo. Por otro lado, el
efecto sélo se observé en aquellas ratas que desplegaban una deficiencia, pero en
las ratas con lesién falsa no afectd la ejecucion. Lo anterior apoya el hecho de que
la nicotina es pro-cognitiva sélo en el caso de deficiencias en cognicion; este
efecto no sb6lo se ha observado en esquizofrenia, sino en trastornos como

Alzheimer o Parkinson (Levin et al., 2005).

La mejora en ejecucion de ratas NVHL fue significativa cuando la interrupcion era
corta (10 6 30 segundos), pero cuando el confinamiento era mas largo (90 6 180
segundos), se mostré una clara tendencia hacia la disminucién de errores. Dado
que las duraciones largas significaban un reto mayor en la memoria de trabajo de
estos animales, que en si misma ya mostraba deficiencias, se sugiere que una
dosis mayor de nicotina pudo haber sido benéfica en el caso de las interrupciones

largas.

Otro de los objetivos se centraba en la evaluacién de la morfologia celular. Se
llevd a cabo para averiguar si una lesion postnatal dejaria consecuencias a lo
largo del tiempo y en regiones alejadas al sitio original de lesion, asi como para

evaluar la pertinencia de la hipotesis etioldgica de neurodesarrollo del trastorno.

Si ésta fuese una enfermedad neurodegenerativa, se esperaria que con el paso
del tiempo y mientras los sintomatologia se agudiza, se perdiera mas cantidad de
volumen cerebral y en una tasa mas acelerada que la esperada por
envejecimiento. En estudios longitudinales se ha encontrado que el tamafo
ventricular se mantiene estable, regiones como el hipocampo, la amigdala y los
l6bulos temporales tampoco muestran cambio (Pantelis et al., 2003). La gliosis ha
sido asociada con enfermedades neurodegenerativas, es decir, trastornos en los
que existe un proceso de muerte celular crénica. En el caso de la esquizofrenia no
se ha reportado la presencia de gliosis o decremento en la relacidon neurona:glia.

Sin embargo, se ha encontrado reduccion en la arborizaciéon dendritica, menor
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tamafno neuronal y adelgazamientos corticales que apuntan a aberraciones en el

neurodesarrollo (Andreasen, 2010).

Las neuronas granulares del grupo SHAM mostraron medidas de area, numero de
dendritas primarias y longitud de dendritas similar a reportes previos (Buckmaster,
2012). Sin embargo, se encontrdé que las neuronas granulares del hipocampo de
ratas lesionadas mostraban area y diametro en soma mucho menores a los

esperados, esta disminucion no fue revertida por la administracion de nicotina.

Como ya se ha descrito, existen muchas evidencias que sugieren que el
hipocampo esta afectado en esquizofrenia (Adriano et al., 2011; Heckers, 2001;
Tamminga et al., 2010) . Se ha reportado que el giro dentado de esta poblacion
muestra mayor excitabilidad y menor relacion de neuronas granulares maduras
(Yu, Marchetto y Gage, 2014). Las diferencias morfolégicas de neuronas
granulares reportadas en este trabajo, podrian subyacer a la inmadurez del giro

dentado dado que son el principal tipo celular en esta region.

La evaluacion morfoldégica de neuronas piramidales corticales responde al hecho
de que las deficiencias cognitivas en esquizofrenia y en el modelo NVHL han sido
asociadas con la actividad de la corteza frontal (Placek, Dippel, Jones y Brady,
2013). Se propone que existen alteraciones en el balance excitatorio e inhibitorio
de la corteza de pacientes con esquizofrenia. En el modelo NVHL se confirmé esta
hipbtesis al evaluar la respuesta electrofisiolégica de neuronas piramidales de la
capa 5 de la corteza; los autores encontraron que habia mayor amplitud en
corrientes postsinapticos excitatorias y un decremento de frecuencia en corrientes

postsinapticos inhibitorias (Ryan, Bhardwaj, Tse, Srivastava y Wong, 2013).

Reportes previos ya habian demostrado diferencias en la morfologia de neuronas
piramidales en ratas NVHL (Flores et al., 2005). Nuestros resultados mostraron un
decremento en el area de soma, diametro de soma y longitud de dendritas
basilares en el grupo NVHL, confirmando que una lesion en periodos tempranos
del desarrollo puede afectar regiones distantes pero interconectadas con la zona

de la lesion, apoyando la hipétesis de neurodesarrollo en esquizofrenia.
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Un resultado importante apunta que la administracion cronica de nicotina pudo
revertir las deficiencias morfologicas de las neuronas piramidales del grupo NVHL,
pero en el grupo sham no hubo efecto del farmaco. Este efecto podria subyacer al
hecho de que la nicotina se muestra benéfica cuando existe detraimiento cognitivo

como en la esquizofrenia, pero sin efecto cuando se administra en sujetos sanos.

Finalmente, al integrar los resultados conductuales y morfolégicos del efecto de la
nicotina en animales NVHL, podemos especular que el farmaco sirvi6 como un
modulador en el desbalance inhibitorio-excitatorio de la corteza. Esta hipdtesis se
basa en el hecho de que los animales NVHL muestran deficiencias en la actividad
modulatoria de neuronas piramidales corticales (Ryan, et al., 2013), dando lugar a
la expresion de déficits cognitivos. Por otro lado, se conoce que la actividad
colinergica es fundamental para mantener el balance inhibotorio-excitatorio en
corteza, dado que existen marcadores colinergicos en las neuronas piramidales

corticales que mantienen este balance (Sarter, et al., 2005)

Nuestros resultados indican que la administracion crénica de nicotina normalizo
las morfologia de las neuronas piramidales de animales NVHL. Esta normalizacion
posiblemente impacté en la actividad cortical de estos animales, regulando el
desbalance inhibitorio-excitatorio de esta regidn. Este efecto se vio reflejado en la

mejora en la ejecucion del laberinto radial por parte de los animales NVHL.
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10.CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion nos permiten hacer varias conclusiones. En
primer lugar, recalcar la funcionalidad del modelo NVHL en la descripcion de

fendbmenos conductuales y neurobioldgicos relacionados a la esquizofrenia.

En la evaluacién de la memoria de trabajo de los sujetos experimentales se
encontré una clara deficiencia de los animales NVHL al compararlos con sujetos

sham, modelando los problemas cognitivos presentes en el trastorno.

La modificacibn hecha al paradigma conductual nos permiti6 obtener mas
conclusiones sobre el procesamiento de informacién en los animales NVHL. Por
un lado se encontrdé que, al interrumpir la ejecucion de la tarea las deficiencias
cognitivas aumentaban. La diferencia en ejecuciéon entre los grupos fue mas
marcada cuando la interrupcién era corta, de 10 a 30 segundos. Por otro lado, al
realizar un confinamiento durante la ejecucién de la tarea, se promueve un
decaimiento de la informacion almacenada y se olvidan los primeros brazos que
fueron visitados. La administracién cronica de nicotina utilizada en esta
investigacion imita el alto patron de consumo de nicotina que tiene los pacientes
con esquizofrenia. Se demostré que la nicotina fue efectiva para revertir las
deficiencias en memoria de trabajo asociadas al modelo, siendo determinante la

cronicidad.

Se puede concluir que la lesion neonatal restringida al hipocampo tuvo
consecuencias a largo plazo y se extendié la disfuncion a regiones como la
corteza en donde se encontré menor area y diametro de soma, asi como menor
longitud de dendritas en el grupo NVHL, fendbmeno que fue revertido por la
administracién de nicotina. Las neuronas granulares del hipocampo mostraron
diferencias morfolégicas importantes en el grupo NVHL, pero la nicotina no revirtio
estas diferencias. El trabajo soporta la idea de que la alta tasa de consumo de
tabaco de los pacientes con esquizofrenia puede deberse a un intento de
automedicacién y mejora cognitiva que acarrea consecuencias como mejor

funcionalidad y adaptacion.
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