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RESUMEN

Derivado de la relacion entre infecciones prenatales y el desarrollo de enfermedades
psiquiatricas, se ha propuesto el modelo de activacion inmune maternal (AIM) en ratones
para investigar las alteraciones en el desarrollo neuronal y la sinapsis, encontradas en
estudios post mortem de pacientes con esquizofrenia, asi como la disminucion del
volumen del hipocampo. En los modelos animales para el estudio de la esquizofrenia se
han encontrado cambios en la inhibicion sinaptica del CA2 del hipocampo, regién que se
relaciona con la memoria social. Sin embargo, en los modelos de AIM son pocos y
contradictorios los estudios centrados en la memoria de tipo social y espacial. Por otra
parte, el tratamiento prenatal con el inmundgeno Poly I: C (como simulador de infeccién
viral) representa un modelo ideal de desarrollo ambiental para esquizofrenia. En este
estudio, se infectd a hembras gestantes de la cepa C57BL/6 con Poly I:C (5 mg/kg) i.v.
en el dia de gestacion 12.5 (G12.5) y se analiz0, en las crias macho de esas madres, la
conducta repetitiva de enterramiento de objetos, la memoria espacial, interaccion y
memoria social en ratones de entre 3 y 4 meses (edad equivalente a la adulta en
humano). Los resultados indican que el modelo AIM presenta alteraciones en la memoria
social, mas no en la espacial, asi como en la conducta estereotipada, mismas que pueden
verse alteradas en pacientes con esquizofrenia. Faltaria dilucidar en este modelo la

relacion con la pérdida de los contactos sinapticos en hipocampo y en corteza cerebral.



ABSTRACT

Derived from the relationship between prenatal infections and the development of
psychiatric diseases, the maternal immune activation model (AIM) has been proposed in
mice to investigate alterations in neuronal development and synapses, found in post-
mortem studies, of patients with schizophrenia, as well as decreased hippocampal
volume. Animal models for the study of schizophrenia have found changes in synaptic
inhibition of CA2 in the hippocampus, a region that is related to social memory. However,
studies focused on social and spatial memory are few and contradictory in AIM models.
On the other hand, prenatal treatment with the Poly I: C immunogen (as a viral infection
simulator) represents an ideal model of environmental development for schizophrenia. In
this study, pregnant females of the C57BL/6 strain were infected with Poly I:C (5 mg/kg)
i.v. on the day of gestation 12.5 (G12.5) and the repetitive burial behavior of objects,
spatial memory, interaction and social memory in mice between 3 and 4 months (age
equivalent to adult in humans) were analyzed in the male offspring of these mothers. The
results indicate that the AIM model has alterations in social memory, but not spatial
memory, as well as stereotyped behavior, which may be altered in patients with
schizophrenia. The relationship with the loss of the contacts in the hippocampus and in

the cerebral cortex remains to be elucidated in this model.
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INTRODUCCION

La hipotesis del desarrollo neuroldgico de la esquizofrenia debido a la exposicion prenatal
a infecciones sugiere que ésta es capaz de desencadenar desdrdenes psiquiatricos en
edades adultas de modelos animales (Meyer et al., 2011). En el modelo en ratones de la
activacion inmune maternal (AIM, o MIA por sus siglas en inglés), se reproducen varios
de los sintomas observados en patologias como esquizofrenia, desérdenes bipolares y
autismo (Scola y Duong, 2017), y un reto inmunolégico prenatal es suficiente para
desencadenar los sintomas (Meyer et al., 2005).

La esquizofrenia es un trastorno mental grave que afecta a 21 millones de
personas en el mundo, y se caracteriza por sintomas denominados positivos, negativos
y de dominancia cognitiva (Moyer et al., 2015; Organizacion Mundial de la Salud, 2019).
Las estructuras cerebrales afectadas en el humano y en el modelo animal, son la corteza
cerebral, el cerebelo y el hipocampo (Pineda et al., 2013; Hill et al., 2014;). En estudios
del cerebro post mortem, se han encontrado reducciones del volumen cerebral y en el
hipocampo (Knable et al., 2004), reducciones de las ramas dendriticas de las neuronas
positivas a la parvalbumina (PV+) (Nelson et al., 1998; Glausier y Lewis, 2013). Ademas,
en el Cornus ammonis 2 (CA2) se reportd disminucién de las espinas dendriticas (Law et
al.,2004), que se asocian in vivo a cambios en la inhibicion sinaptica del CA2 del
hipocampo, el cual ha sido asociado con la memoria social (Hitti y Siegelbaum, 2014) en
modelos animales. Por otra parte, se ha visto que cuando existen retos inmunolégicos
tardios (gestacional 17 o G17) en la gestaciéon se desarrollan afecciones en la memoria
de reconocimiento espacial en ratones, situacion no reproducible en retos tempranos
(G9) (Meyer et al., 2005, Meyer et al., 2006). Con base en lo anterior, se propone en el
modelo AIM tratado con el inmunégeno Poly I:C (acido poliinosinico-policitidilico) durante
el dia gestacional 12.5 (G12.5), evaluar los cambios en la memoria social y espacial, que

se han visto afectadas en trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia.



ANTECEDENTES

La esquizofrenia
La esquizofrenia es una enfermedad cronica que afecta aproximadamente al 0.5-1% (21
millones de personas segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2019)
de la poblaciobn mundial, cuyos sintomas que lo caracterizan son de dominio positivos,
negativos y cognitivos. Los sintomas referidos como positivos son afiadidos a la
enfermedad, mientras que los negativos se refieren a los que faltan en el paciente, pero
gue usualmente estan en las personas sanas. Algunos sintomas positivos encontrados
en pacientes con esquizofrenia son los psicéticos, como alucinaciones y conductas
repetitivas. Dentro de los negativos se encuentran la ausencia o disminucion de algunos
comportamientos normales como el habla, la motivacion, el placer y la expresion de
emociones. Los de dominio cognitivo incluyen deficiencias en el rendimiento de la
memoria, la funcion ejecutiva, la atencion, el lenguaje, capacidad de lectura y cognicion
social deteriorada (OMS, 2019, Correll y Schooler, 2020). La esquizofrenia es altamente
heredable (25-33% de los casos) y presentan algunos sintomas compartidos con otros
trastornos como el comportamiento agresivo, ansiedad social, baja flexibilidad cognitiva,
déficits de comunicacion, diferencias perceptuales y dafio en funciones sociales (Prata et
al., 2017). Los pacientes que cursan con este trastorno tienen mayor riesgo (hasta 3
veces mayor) de morir a edades tempranas (por apneas del suefio y suicidio, entre otros).
Estudios post mortem demuestran alteraciones morfolégicas como disminucion del
peso encefalico, dilatacion del tercer ventriculo y ventriculos laterales, atrofia cortical y
de los nudcleos basales, alteraciones del sistema limbico y reduccién de los I6bulos
temporal y frontal (Ferrero et al., 2004). Se ha reportado reduccién en el volumen de la
sustancia gris cortical, siendo mas marcada en aquellos que tienen una alta expresiéon de
citocinas proinflamatorias (Zhang et al., 2016). La reduccion cortical se podria atribuir a
la disminucién en la densidad dendritica, mas marcada en la capa 3 de la corteza, lo que
ocurre de manera progresiva durante la patologia por lo que es posible establecer
relaciones entre cambios estructurales y el curso de la enfermedad (Glausier y Lewis,
2013; Moyer et al., 2015; Dietsche, Kircher y Falkenberg, 2017). Uno de los hallazgos
post mortem consistentes en pacientes con esquizofrenia, es la menor expresion de la

isoforma de 67 kDa del acido glutdmico decarboxilasa (GAD67), una enzima clave en la
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biosintesis de acido gamma-aminobutirico (GABA), asi como niveles de GABA reducidos
en multiples regiones cerebrales como el nucleo accumbens, talamo, amigdala e
hipocampo (Orthan et al., 2017). Estudios diversos demuestran que la pérdida de espinas
dendriticas en la esquizofrenia presenta un comportamiento a lo largo del tiempo como
se muestra en la figura 1 (Coley y Gao, 2018), mientras que estudios paralelos sugieren
la participacion tanto de microglia como de los astrocitos como causantes de la excesiva

poda de espinas (Mallya y Deutch, 2018).

Esquizofrénico contra normal

Eliminacion de espinas
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Figura 1. Cambios en espinas dendriticas en esquizofrenia (arriba) y autismo (abajo) (modificado de Coley
y Gao, 2017).

La psicosis es un sintoma central en la esquizofrenia y aparece en la adolescencia
temprana. Sin embargo, metaanalisis demuestran funciones cognitivas reducidas antes
de la adolescencia (Woodberry et al., 2008)), incluso existen datos de deficiencia
cognitiva a la edad de 4 y 7 afios (Agnew-Blais et al., 2015). Estos datos son relevantes,
ya que tratamiento mejor dirigido a etapas tempranas podria aminorar el dafio. De forma
generalizada, se puede observar que los déficits cognitivos, asi como la disfuncién social
y los sintomas negativos empiezan antes de los episodios psicoticos, que es cuando por
lo general se diagnostica la esquizofrenia. Algunos de estos sintomas coinciden con
procesos bioquimicos anormales, como detalla la figura 2 (Sommer et al., 2016). Lo
anterior implica que el diagndstico temprano de trastornos psiquiatricos pueda detectarse
precozmente, algo que seria interesante investigar en modelos animales para dichas
patologias. En cuanto a los mecanismos subyacentes a los sintomas, se hipotetiza en la
figura 2b la relacion del desarrollo de la deficiencia cognitiva con el funcionamiento de los
receptores de acido N-metil-D-aspartico (NMDAr), la expresion de acido y-aminobutirico
GABA vy el balance redox, por lo que anomalias en dichos mecanismos pudieran estar

disminuyendo la funcién cognitiva. Los sintomas negativos, por su parte, parecen



relacionarse a la neuroinflamacion y al funcionamiento del eje Hipotalamo-Pituitaria-

Adrenal (HPA) vy, los episodios psicéticos, con problemas en la sintesis de dopamina

(Sommer et al., 2016).
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Figura 2. Hipotesis del curso de la esquizofrenia, a) curso clinico del trastorno, b) curso hipotetizado de
los mecanismos moleculares subyacentes. Receptores de acido N-metil-D-aspartico (NMDAr), acido y-
aminobutirico (GABA), Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). (modificado de Sommer et al., 2016).

La Formacion Hipocampal (FM)

La FH, forma parte del sistema limbico cerebral y se ha relacionado con la formacion de

memorias episddicas. En su anatomia se distinguen dos regiones: el Cornus Ammonis

(CA) o hipocampo y el giro dentado (GD). El hipocampo, se subdivide en 3 subregiones

(CA1, CA2 y CA3), formadas por diferentes capas (o estratos) dadas por la organizacién

en la arborizacién dendritica: stratum oriens (SO), stratum pyramidale (SP), stratum

radiatum (SR) y stratum lacunosum moleculare (SLM) (Kauselmann et al., 1999, figura

3AY 4A).



Se demostro que la inactivacion de neuronas piramidales de CA2 genera pérdida
en la memoria social (Hitti y Siegelbaum, 2014). Por otra parte, animales lesionados en
el CA2, presentaron disfuncién en la memoria social (Stevenson y Caldwell, 2014). En el
2016, se analizaron las alteraciones en el CA2, dependiente de la edad, en un modelo
murino transgeénico. Dentro de éstas, se destacan un decremento en la densidad de
interneuronas parvalbumina positivas (PV+) y cambios en las propiedades de neuronas

piramidales de CA2, como se observa en la figura 3B (Piskorowski et al., 2016).

Df(16)A*

Figura 3 Formacién hipocampal. A. Hipocampo de ratén y sus regiones (Kauselmann et al., 1999). B.
Inmunohistoquimica en cerebro del modelo murino del sindrome de delecion 22q11.2, para esquizofrenia.
Presenta una reduccion de las neuronas inhibidoras (magenta) en la regién CA2 del hipocampo (cyan).
(modificado de Piskorowski et al., 2016).

En la figura 5 se observan las entradas corticales (arriba a la derecha) que
expresan una potencializacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) después de
la estimulacion tetanica (que es 100 pulsos a 100 Hz, repetido dos veces). Esta LTP es
dependiente de los receptores NMDA y se demostré que aumentaba la activacion de
potencial de accion de neuronas piramidales del CA2 en respuesta a la estimulacion de
entrada cortical. Las entradas excitadoras del CA3 no expresan LTP siguiendo la
estimulacién tetanica o un protocolo de apareamiento (“pairing protocol”, estimulacién de
entradas del CA3 acopladas a la despolarizacion de la neurona piramidal). La falta de
LTP posiblemente resulta de una extrusion eficiente de Ca?* de la dendritica apical, asi
como de la alta expresiéon de RGS14, un regulador de la proteina G molécula que
previene la induccion de LTP. Las entradas inhibitorias de interneuronas PV+ expresan
una depresion de esta potencializacion a largo plazo (iLTD) después de la estimulacion
tetanica (estimulacion a 10 Hz por 100 pulsos dos veces), la estimulacion de estallido
theta (TBS) o una estimulacion de apareamiento de entradas corticales y de CA3 por las

colaterales de Schaffer (EC/SC). Esta LTD resulta de la activacion de receptores opioides
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Delta (DOR) que actlan de manera presinaptica, reduciendo el flujo de Ca?* para
disminuir la liberacion de GABA. Esta plasticidad puede ser evocada por estimulacion, ya
sea de entradas del CA3 o entradas corticales, y no esta restringido espacialmente ya
que afecta la transmision inhibitoria tanto proximal como distal. Ademas, esta plasticidad
resulta en un incremento en la tasa de disparo desde neuronas piramidales (Robert et al.,
2017).

Debido a la conectividad singular presente en la region del CA2, varios grupos de
investigadores la han propuesto como un conector entre la actividad emocional cerebral
y una mayor funcién cognitiva. Las neuronas piramidales del CA2 reciben entradas
glutamatérgicas del GD, del CA3, de la corteza entorrinal, del septum medial/banda
diagonal de Broca, del nucleo supramamilar, del nacleo del Rafe medial, de la amigdala,
y del nucleo paraventricular hipotalamico. A su vez, envia proyecciones al CAly al CA3,
asi como al septum a la medial/lbanda diagonal de Broca y al nucleo supramamilar
(figuras 4A 'y 4B) (Chevaleyre y Piskorowski, 2016).

(A) Hipocampo
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Figura 4. Formacion hipocampal. Esquema de la vista coronal y sagital de hipocampo en cerebro de raton.
Eferencia de CA2 a CAl1 y CA3 en azul, aferencias de giro dentado (DG) en negro, aferencia de CA3 en
verde, eferencia de CAl a corteza en rosa y aferencia de corteza entorrinal en café. B) Aferencias y
eferencias de las neuronas en CA2. Interneuronas en rojo, neurona de CA2 en azul, aferencias extra
hipocampales en morado, eferencias extra hipocampales en azul, aferencias de giro dentado (DG) en



negro, aferencia de CA3 en verde y aferencia de corteza entorrinal en café (Modificado de Chevaleyre y
Piskorowski, 2016).

Ca’ Glutamato
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Figura 5. Diferentes tipos de plasticidad sinptica, de una neurona piramidal CA2 (azul), una interneurona

que expresa parvalbumina (PV, rojo) y entradas excitadoras de CA3 (negro) o de la corteza entorrinal
(verde). Estimulacion de rafaga theta (TBS), receptores opioides Delta (DOR), stratum luacunosum
moleculare (SLM), stratum radiatum (SR), stratum pyramidale (SP), stratum oriens (SO), potenciacién a
largo plazo (LTP), (modificado de Robert et al., 2017)

Algunas de las propiedades importantes de CA2, es que expresa numerosos
receptores a neuromoduladores con relacion a otras areas, lo que la convierte en una
region con plasticidad sinaptica muy particular. Algunos de estos receptores incluyen
receptores para opioides, para vasopresina, para oxitocina, para estrégenos, para
corticoides y para sustancia P. Aunado a lo anterior, la composicién celular muestra alta
densidad de diferentes clases de interneuronas, como las que expresan: parvalvimina,
reelina, calbidina y calretinina, y altos niveles del receptor para vasopresina 1b (V1bR)
de hipocampo dorsal (Cheveleyre y Piskorowski, 2016).

Numerosos marcadores para esta region han sido identificados, tales como:
proteina a-actinin 2 (ACTN2), proteina de células de Purkinje 4 (PCP4 o PEP19), proteina



enriquecida-tirosina fosfatasa del estriado (STEP o PTPN5) y regulador de sefialamiento
de proteina G 14 (RGS14). Esta ultima ha sido de las mas usadas (Dudek et al., 2016).

La formacion y recuperacion de la memoria episédica requiere un procesamiento
preciso de la informacion por parte de la red corteza entorrinal-hipocampo. Durante varias
décadas, el circuito intrasinaptico (capa Il de corteza entorrinal (CEll) - GD — CA3 —
CA1l) y el circuito monosinaptico (CEIll — CA1) se han considerado los principales
sustratos de la red responsable del aprendizaje y la memoria. Recientemente, se han
considerado los circuitos vinculados a la otra region del hipocampo, CA2, utilizando
técnicas de optogenética (altamente especifica para el tipo de célula) y registros “patch
clamp”. Se demostro que las células del GD (que no se creia que no se proyectan a CA2)
envian entradas funcionales monosinapticas a las células piramidales de CA2, a través
de abundantes proyecciones longitudinales (Kohara et al., 2014). Entonces, CA2 inerva
CA1l para completar un circuito intrasinaptico alterno, pero a diferencia de CA3, se
proyecta a la subcapa profunda en el stratum oriens, en lugar de la superficial del CA1.
Ademas, y contrariamente a los conocimientos actuales, las proyecciones de CEIll no
proyecta a CA2 (Kohara et al.,2014).

Estudios mas recientes, en cuanto a la morfologia, sugieren que las neuronas en
CA2 responden a entradas excitatorias en el SLM debido a las diferencias en la
morfologia. Derivado de esto, se distinguieron 4 tipos de neuronas (Ma, Mb y Mc de
monoaplicales, y B de biapicales), replicando estudios anteriores realizados en el cerdo
de guinea (figura 6A). Estas diferencias morfoldgicas se distinguen de las neuronas
aledafias de CAly CA3 (figura 6B) y podrian indicar diferencias funcionales, mismas que

se deberan tomar en cuenta para los disefios experimentales (Helton et al., 2018).



Ma Mb Mc B

\L,“ L

B CA2

Figura 6. Tipos de neuronas encontradas en CA2. A) De izquierda a derecha: Ma-like, Mb-like,Mc-like, B-
like (Helton et al., 2018). B) Diferencias morfolégicas entre neuronas de CA3, CA2 y CALl. Notese las
excresencias espinosas en CA3 (modificado de Bartesaghi y Ravasi, 1999).

Mediante técnicas optogenéticas, electrofisioldgicas y conductuales, se demostrd
que la region del CA1 ventral era necesario y suficiente para almacenar la memoria social
(Okuyama et al.,2016). Considerando esto y los otros hallazgos en CA2 antes citados, se
propuso un medelo de la via del engrama social en roedores, en el que la informacion
sensorial entra del 6rgano vomeronasal/epitelio olfatorio medio (MOE/VNO), pasa por el
CA2 dorsal (dCA2), va a CAl ventral (vCAl) y de ahi a la coraza del nicleo accumbens

(NAc Shell) para registrar la familiaridad (figura 7) (Okuyama, 2018).



Coraza de NAC

Figura 7. Engrama de la memoria social. Organo vomeronasal/epitelio olfatorio medio (MOE/VNO), CA2
dorsal (dCA2), CA1 ventral (vCA1l), coraza del nicleo accumbens (NAc Shell) (modificado de Okuyama,
2018)

Tipos de memoriay memoria espacial

La memoria puede ser definida como la capacidad de codificar, almacenar y recuperar
informacion. Por otra parte, el aprendizaje se puede definir como cambio en la conducta
de un organismo que resulta de regulaciones en el entorno del organismo (De Houwer,
Barnes-Holmes y Moors, 2013). Aunque la neurociencia ha atribuido el proceso cognitivo
en Su mayoria a procesos neuroquimicos, los avances tecnoldgicos nos demuestran que
la cognicidn se extiende a otras partes fuera del cerebro, abriendo asi la puerta a nuevos
paradigmas que nos llevan a un entender a la mente como algo dinamico (Zlotnik y
Vansintjan 2019). Existen tres tipos de memoria: sensorial, de corto plazo y de largo
plazo. La primera se relaciona a los receptores sensoriales y tiene grandes capacidades
y dura hasta que la informacién es transmitida mas alla, proceso conocido como memoria
a corto plazo. Estas primeras dos son de duracion corta y son limitadas, a diferencia de
la tercera que es de largo tiempo y tiene capacidades ilimitadas con posibilidades de
perdurar a lo largo de la vida del individuo. A partir de aqui, podemos reconocer dos
grandes divisiones en la memoria de largo plazo conocidas como memoria declarativa y
no declarativa (o explicita e implicita para otros autores), que a su vez se subdividen en
otras clases y de las cuales se han definido las estructuras involucradas (figura 8). En el
caso de la memoria espacial, el hipocampo es crucial para su formacion, ya que la
reseccion de los Iébulos temporales mediales en un paciente provoc6é un cuadro profundo
de amnesia anterograda, por lo que dafios en dicha estructura generan problemas para

la ubicacion espacial del individuo (Marrén et al., 2013).
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APRENDIZAJE Y MEMORIA

Memoria a largo plazo

Memoria inmediata Memoria a corto plazo

Memoria perceptiva Memaoria de trabajo
[
Mgm_oriay - Memoria y
aprendizaje explicito aprendizaje implicito
‘ Espacial ‘ ‘ Episédico ‘ ‘ Semantico ‘ ‘ Procedimental ‘ ‘ Priming ‘ ‘ Ap. asociativo ‘ Habituacién y

sensibilizacion

I ! ! ! ! !

Vias reflejas

Hipocampo

(l6bulo Corteza cerebral
temporal

medial)

Corteza cerebral

Estriado Amigdala
Cerebelo Cerebelo
Estriado

Figura 8. Division de los tipos de memoria y las regiones cerebrales involucradas en cada una de ellas.
Aprendizaje asociativo (Ap. asociativo) (Marron et al., 2013).

Es preciso mencionar que para poder ser evaluada en los modelos animales que
existen se han disefiado pruebas conductuales que nos permiten percibir cambios en la
conducta que atribuimos al aprendizaje. Una de esas pruebas en el laberinto en “Y”, que
es usado para evaluar la memoria de referencia espacial de corto plazo en ratones.
Cuando un ratén no muestra preferencia por un brazo que es novedoso para él, indica
defectos en la memoria espacial, quiza por mal funcionamiento del hipocampo, regién a

la que se le atribuye este tipo de memoria (Kraeuter, Guest y Sarnyai, 2019).

Durante la consolidacion de la memoria, proceso por el cual la memoria de corto
plazo pasa a largo plazo, memorias remotas son organizadas en la corteza por procesos
moleculares y celulares que preceden a la consolidacion. Al generarse una nueva
memoria, ésta es vulnerable a interrumpirse por lo que se transforman gradualmente de
un estado inestable a uno menos labil. La consolidacién se puede completar dentro de
las primeras horas de entrenamiento y puede ser de proceso rapido o lento. Durante este

proceso, informacion perceptual, motora y cognitiva es codificada inicialmente en areas
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corticales asociativas y primarias especializadas para posteriormente ser integradas por
el hipocampo y forma un trazo de memoria que fortalece las conexiones al reactivarse
sucesivamente (Frankland y Bontempi, 2005). Pasado el tiempo, dichos “trazos” se
vuelven independientes de hipocampo por lo que dejan de ser labiles (figura 9).

a Memoria reciente b Memoria remota

Corteza prefrontal Modulos corticales Corteza prefrontal Maodulos corticales
% @ 2

HIPOCAMPO HIPOCAMPO

Figura 9. Modelo estdndar de consolidacion. La memoria reciente depende de hipocampo, mientras que
la remota no, ya que participa corteza prefrontal inhibiendo su participacién (modificado de Frankland y
Bontempi, 2005).

Poly I:C (acido poliinosinico-policitidilico)

El Poly I:C es una molécula de RNA de doble cadena sintética que se utiliza en el
laboratorio para mimetizar infecciones virales. Este es reconocido por células del sistema
inmune mediante receptores tipo Toll (TLR) 3 y desencadena una cascada de
sefalizacion que eleva la concentracion de citocinas inflamatorias (figura 10). La
exposicion prenatal induce, en la madre, una respuesta febril robusta, aumento en la
produccion de citocinas y quimiocinas como IL-1, IL-6, TNFq, IL-10, CXCL1 y activacion
del eje HPA (Liu et al., 2019). Sin embargo, estos efectos son especificos de la especie.
El uso de Poly I:C como activador de la respuesta inmune materna, fue descrito por
primera vez en 2003 por Zuckerman y colaboradores, quienes justifican su uso por poseer
dos ventajas: provoca una respuesta inmune no especifica y los efectos son limitados en

el tiempo (48 horas). Desde entonces, han sido reportadas semejanzas en los sintomas
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de pacientes con esquizofrenia y ratones tratados con Poly I:C prenatalmente, entre los
que destacan: déficits en la compuerta sensorimotora (evaluada con la prueba de
prepulso inhibitorio), disminucién en exploracion en pruebas de campo abierto y objeto
novedoso, incremento en la inmovilidad en la prueba de nado forzado y disminucion en
la interaccion social y preferencias sacarosa/sacarina. Es importante mencionar que
estos efectos son dependientes de la dosis, de la etapa prenatal y de los antecedentes
genéticos. La administracién de Poly I:C induce fenotipos caracteristicos de un estado
hiperdopaminérgico en roedores adultos. Por otra parte, en modelos primates no
humanos, existe aumento en el volumen de materia cerebral global en modelos con
influenza en el mismo modelo prenatal (Brown y Meyer, 2018).

dsRNA
Pow(l:C) Endosoma

TLR3
A\
TRIF > (MAPKS)
A\
(IRF3 Citocinas
IFN-3 IL-6 TNF-«
> v >
\J —_—
Nucleo IRF3 @}\’
AV AV AV AV AV | INIINIIS

Figura 10. Mecanismo de accion del Poly I:C. Polyl:C es reconocido por el receptor endosémico tipo Toll
3 (TLR3) e inicia la sefalizacion por el interferén B inductor de adaptador que contiene el dominio TIR
(TRIF), lo que lleva a la activacion del factor de transcripcion interferén factor regulador 3 (IRF3) y la
induccidén de IFN-B. La via de sefializacion dependiente de TRIF también induce la activacion de MAPK y
AP-1, y culmina en la produccién de citocinas inflamatorias, como IL-6 y TNF-a. MAPK: proteina quinasas
activadas por mitbgenos; AP1: proteina activadora 1; IFN-B: interferdn B; IL-6: interleucina 6; TNF-a: factor
de necrosis tumoral a (Liu et al., 2019).

Evolutivamente, los ratones divergen por 70 millones de afos en relacion a los
primates no humanos, que divergen aproximadamente 25 millones de afios, ambos con
relacion al humano. Las similitudes con los primates no humanos, en términos genéticos,
inmunoldgicos, neurobiolégicos y de comportamiento, lo convierte en un modelo ideal
para el estudio de enfermedades humanas. Sin embargo, la dificultad para su manejo,

tiempos largos de gestacion, cuestiones bioéticas y costos, hacen que el modelo no sea
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el ideal para el estudio de infecciones prenatales (Brown y Meyer, 2018). En este modelo
de AIM tratado con un compuesto modificado del inmunégeno Poly I:C, se demostraron
por primera vez cambios morfolégicos en las espinas, y encontrando dendritas apicales
mas delgadas en la capa tres piramidal de la corteza (Weir et al., 2015).

Debido al gran numero de variables que puede influir en el modelo AIM, se
sugirieron lineamientos a seguir para aumentar la reproducibilidad y transparencia del
modelo al considerar todas las variables posibles, como el ciclo luz/oscuridad,
temperatura, pesos de los animales, inmunégeno usado, hora de inyeccion,
administracion del inmundégeno, anestésico usado, afio de las gestantes, animales por
caja, etcétera). Dentro de las recomendaciones para la validaciéon del modelo AIM, un
posible “estandar de oro” es la medicion de citocinas proinflamatorias en suero o plasma
(IL-1B, IL-6 y TNF-a) que permiten evaluar la potencia bioldgica y eficacia del inmunogeno
usado, ademas del uso de grupos independientes que evita que la manipulacion en la

recoleccion de sangre afecte en los experimentos (Kentner et al., 2019).

Activacion inmune maternal (AIM)

Se conoce desde 1964, a partir de una pandemia de rubeola, que existe una relacion
entre infecciones prenatales y desérdenes psiquiatricos (Estes y McAllister, 2016). Dichas
infecciones pueden ser provocadas por diversos microorganismos como virus y bacterias,
e inclusive por medio de mecanismos como el estrés o condiciones como el microbioma
materno (JaSarevi¢ et al., 2015; Young-A et al., 2016; Hantsoo et al., 2018), y presentan
diferencias en cuanto al periodo de gestacién en el que ocurren, posiblemente por los
cambios en el desarrollo (Meyer et al., 2006). En el humano, se puede observar en la
figura 11 los procesos que se ven involucrados en cada etapa del desarrollo. También se
ha encontrado que infecciones s6lo en el segundo trimestre de gestacion, estan
asociados con sintomas depresivos en la etapa adolescente, y se ven exacerbadas por

el estrés durante la misma etapa (Murphy et a., 2017).
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Figura 11. Linea del tiempo del desarrollo encefalico, entérico y del sistema inmune en humano (modificado
de Knuesel et al., 2014).

El modelo AIM reproduce algunos sintomas del autismo (Patterson, 2011; Malkova et al.,
2012; Lombardo et al., 2017; Bilbo et al., 2018), esquizofrenia (Meyer et al., 2008a),
epilepsia, Parkinson, depresion y hasta Alzheimer (Li et al., 2009; Knuesel et al., 2014;
Murphy et al., 2017), sintomatologia que se puede potencializar por retos posnatales,

como se observa en la figura 12 (Estes y McAllister, 2016).

‘Genes maternos

y paternos
Trastornos
neurcdegenerativos
relacionados con la
. Pubertad y edad
AIM y otros Malformaciones de Perinatal o posnatal Nifiez temprana pospubertad Enfermedad de
4 cerebro severas P izofrenia, depresion, Alzhei EA
estresores Musrte prematura Paralisis cerebral Tra._sturnu del Espectro  Esquizo ' + Alzheimer (EA),
I . Aborta natural Autista (TEA) otras enfermedades Parkinson v otras
Predisposicion mentales demencias

genética

1 | I | !

Repetidas y acumulativas
exposiciones a factores de riesgo
cambios epigenéticos,
Varios golpes posnatales 6n inmune y envejecimiente
durante toda la vida

Figura 12. Modelo de desarrollo intrauterino con las anormalidades producidas por los estresores durante
la Activacion Inmune Maternal (AIM) (modificado de Knuesel et al., 2014).
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Se ha demostrado que infecciones prenatales y eventos psicolégicamente
traumatizantes en etapas peripubertales, pueden actuar de manera sinérgica para
incrementar el riesgo de desarrollar esquizofrenia, con mayor susceptibilidad en hombres
(Debost et al., 2016). Una hipétesis robusta en el modelo AIM sugiere la participacion de
interleucina 17 (IL-17) durante la gestacion como primer reto inmunolégico, como se
muestra en la figura 13, que un aumento de IL-17 produce la activacion de células Th17

y a su vez aumentan la produccion de interleucina 6 (IL-6) (Estes y McAllister, 2016).
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Figura 13. Factores de riesgo para el desarrollo de desérdenes del sistema nervioso central. Interleucina
17 (IL-17), interleucina 6 (IL-6), Activacion inmune maternal (AIM) (modificado de Estes y McAllister, 2016).

Mediante experimentos en ratones, se comprobo6 que los dafios neuroanatémicos
y alteraciones glutamatérgicas y dopaminérgicas encontrados en el modelo AIM se
presentan, en las crias macho, después de retos inmunolégicos prenatales, pero no
durante el periodo posnatal (Meyer et al, 2008b). En un modelo de AIM, se encontr6é que
s6lo con retos inmunoldgicos tempranos, en el dia gestacional 9 (G9), pero no en tardios
(dia gestacional G17), se reproducen algunos sintomas caracteristicos de patologias
como esquizofrenia, como la compuerta sensorimotora dafiada y reduccion de los
receptores dopaminérgicos (D1) prefrontales, mientras que solo los retos tardios, afectan
la memoria de trabajo y espacial en ratones (Meyer et al., 2008a; Bitanihirwe, Weber,
Feldon y Meyer, 2010). Desorganizaciones en la citoarquitectura de la corteza han sido
descritos en la corteza prefrontal y temporal de murinos infectados prenatalmente en el
G12.5 (Yim et al., 2017), correspondientes con hallazgos en pacientes con esquizofrenia
(Wagstyl et al., 2016) y con parches corticales encontrados en pacientes con autismo

(Stoner et al., 2014). Por otra parte, se ha probado que la activacion de neuronas
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piramidales de la zona disgranular de la corteza somatosensorial primaria (S1DZ) es
suficiente para inducir las anormalidades observadas en el modelo AIM en ratones
intactos, mientras que una reduccion en su actividad puede rescatar las anormalidades
del modelo AIM (Yim et al., 2017).

Otros laboratorios, han encontrado aumento de la descarboxilasa del acido
glutdmico (GAD67) en hipocampo y talamo y disminuido en corteza prefrontal de la
descendencia de ratas macho en P60, cuando el reto inmunolégico se da en G14 con
Poly I:C (8 mg/Kg i.p)(Cassella et al., 2016). Sin embargo, no siempre es necesario un
segundo reto para desencadenar los sintomas, ya que una dosis media (5 mg/Kg de peso
i.v.) del inmundgeno prenatal ha mostrado ser suficiente para ello (Meyer, 2006). Una de
las estructuras dafiadas en las patologias como la esquizofrenia, es el hipocampo, en
donde se han descrito déficits sinapticos como resultado del reto inmunolégico producido
por el modelo AIM, en donde los principales cambios surgen en las areas CA1-CA3
(Giovanoli, 2016).

Estudios en los que se administra, en G12.5, IL-6 en ratones sin antecedentes de
infeccion, producen el fenotipo observado en los ratones del modelo AIM, lo que soporta
la hipotesis antes planteada. En el mismo estudio se comprueba que coadministrando
anticuerpos anti-IL-6 y Poly I:C en el modelo AIM, previenen los dafios en la compuerta
sensorimotora, valorados con la prueba de prepulso inhibitorio (PPI), y mejoria en los
déficits sociales y exploratorios del modelo. Ademas, dichos estudios comprueban en un
ratén “knock-out” para IL-6 (en el que retiran el gen involucrado con IL-6), que el modelo
AIM no puede ser replicado. Con estos tres experimentos, se comprueba que la IL-6 es
un intermediario necesario para evocar el fenotipo tipo esquizofrénico en la descendencia
del modelo AIM, soportando asi la hipétesis planteada en la figura 13 (Smith et al., 2007).
En este modelo con IL-6 inyectada i.p. entre G12.5-16.5 en ratones C57BL/6J y
analizados entre 4 y 6 meses, se encontrd disminucion en el indice de novedad social
(Minakova et al., 2019).

La memoria de trabajo esta deteriorada en ratones macho en el modelo AIM con
inyecciones de Poly I:C en G17.5, pero no en G12.5 (Connor et al., 20120). En cuanto a
la memoria espacial, s6lo existen dos estudios en ratones en los que se analizan por

medio de la prueba de laberinto en Y con un brazo cerrado, de los cuales s6lo uno la
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encuentra deteriorada cuando la analiza en G17 con Poly I:C i.v. en P80 con tiempo de
retencién de 15 minutos (Bitanihirwe et al., 2010). El otro estudio lo realizan con Poly I:C,
en G17.5 entre P84-P105 con tiempo de retencién de una hora (Schroeder et al., 2019).

La importancia de evaluar al menos tres comportamientos separados (en modelos
animales) que sean relevantes en la esquizofrenia, se debe a la gamma amplia de
comportamientos andmalos en la esquizofrenia, y a que en humanos no siempre se
manifiestan todos los sintomas posibles, por lo que no podriamos esperar que un modelo
animal recapitule todas las caracteristicas, pero si algunas (Powell y Miyakawa, 2006).

Algunas de estas conductas se resumen en la tabla 1.

|. Signos/sintomas positivos:
A. Agitacion psicomotora
a) Actividad locomotora
b) Actividad locomotora en respuesta a la novedad
B. Sensibilidad a las drogas psicotomiméticas
a) Aumento de la respuesta locomotora a los antagonistas de los receptores NMDA no
competitivos (MK-801, PCP, ketamina)
b) Aumento de la respuesta locomotora a la anfetamina
c) Aumento de la sensibilidad de otras pruebas a medicamentos psicotomiméticos (por
ejemplo, aumento del efecto de MK-801, PCP o ketamina en la prueba de PPI)
I. Signos/sintomas negativos:
A. Retiro social
a) Disminucion de la interaccion con un conespecifico juvenil
b) Disminucion de la preferencia de lugar para un conespecifico de pares enjaulados
c) Disminucion de la preferencia por la novedad social
d) Dominacién social alterada en la prueba de tubo
e) Comportamiento alterado de agresion en el ensayo de intrusos residentes
f) Disminucion del comportamiento de anidacién
g) Interaccién social entre el hogar y la jaula
I. Signos/sintomas cognitivos:
A. Disminucién de la memoria de trabajo
a) Alternancia deteriorada en la tarea de memoria de trabajo del laberinto T
b) Rendimiento deteriorado en la tarea de memoria de trabajo del laberinto radial de 8
brazos
B. Déficits en la atencion/activacion sensorimotora/funcion ejecutiva
a) Disminucion de la compuerta sensorimotora (déficit de PPI)
b) Disminucion de la inhibicion latente
c) Prueba de tiempo de reaccién en serie de 5 opciones (5-CSRTT)
d) Disminucién de la capacidad de cambio de set
C. Déficit cognitivo general
a) Disminucion del aprendizaje espacial en el laberinto de agua de Morris
b) Disminucion del aprendizaje espacial en el laberinto radial de 8 brazos

Tabla 1.Comportamientos del raton de relevancia potencial para los signos y sintomas de la esquizofrenia.
NMDA, N-metil-D-aspartato; PCP, fenciclidina; PPI: inhibicion previa al pulso. (traducido de Powell y
Miyakawa, 2006).
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JUSTIFICACION

En modelos para esquizofrenia, se han encontrado cambios anatémicos en la region del
CAZ2 del hipocampo (Piskorowski et al., 2017), relacionados a la memoria social (Hitti y
Siegelbaum, 2014; Stevenson y Caldwell, 2014). Por otra parte, el tratamiento prenatal
con el inmunogeno Poly I:C representa uno de los modelos méas poderosos de desarrollo
ambiental de esquizofrenia (Meyer et al., 2005). Ademas, con base en los antecedentes
acerca de que la conducta repetitiva de enterramiento de objetos, la memoria espacial,
interaccién y memoria social de los ratones infectados durante el desarrollo intrauterino
se manifiestan o se podrian manifestar alterados en el periodo posnatal critico entre los
90-114 dias de edad posnatales, se espera que el modelo experimental del AIM presente
alteraciones en la memoria espacial y social, que pudieran relacionarse a lo reportando
en pacientes con esquizofrenia. Y considerando que la etapa gestacional G12.5
corresponde aproximadamente a la semana 6-7 de gestacion en el humano, final del
primer trimestre de gestacion y tiempo de la neurogénesis del sistema limbico
(Vuillermont et al.,, 2017), es que representa una etapa critica para el desarrollo de
modelos prenatales para procesos psiquiatricos (Meyer et al., 2006).

Por lo tanto, la finalidad de este estudio fue evaluar si los cambios conductuales
son representativos de la esquizofrenia en el modelo AIM en ratones macho adultos (3-4

meses de edad), infectados durante su desarrollo intrauterino (G12.5).

HIPOTESIS

En el modelo de AIM, por la inyeccién i.v. de Poly I:C en G12.5:
1. La conducta repetitiva de enterramiento de canicas se vera potenciada.
2. La memoria de reconocimiento espacial se vera disminuida.

3. La memoria social se vera disminuida.

OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar alteraciones en conductas repetitivas, de memoria espacial y de memoria social

en ratones cuyas madres fueron inyectadas via i.v. con Poly I:C (modelo AIM).
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Objetivos Especificos

e Implementar el modelo AIM, inyectando Poly I:C (5 mg/Kg) i.v. en el dia G12.5 en
hembras.

e Cuantificar citocinas proinflamatorias (IL-6 y TNF-a) en el suero de ratones hembra
inyectadas i.v. con Poly I:.C o VEH.

e En la primera generacion (F1) formada por las crias de sexo macho, nacidas de
madres tratadas con Poly I:C | evaluar en el dia posnatal 90 (P90) su conducta
repetitiva, 8 dias después (P98) la memoria de reconocimiento espacial, y 16 dias

después (P114) medir la interaccion social, y la memoria social.

METODOLOGIA

Sujetos experimentales

Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los parametros de las normas
nacionales (NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999) con aprobacién del comité
de bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Autbnoma de México (INB-
UNAM) con numero de aprobacion 065 por el tiempo que durd el experimento. Se
utilizaron 10 hembras C57BL6/J de 12-20 semanas, que se cruzaron con machos de las
mismas edades, alojados en cajas de policarbonato (12 X 12 X 25 cm), con tapas con
filtro (FTC, por “filter-top cages), conectadas a aire lavado y mantenidos en cuartos con
condiciones controladas de temperatura a 22°C y humedad ambiental relativa del 50%
con un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h, iniciandose a las 21:00 hrs. Cada caja contenia
suficiente material de anidacién, adecuada limpieza, agua y alimento LabDiet (5001) ad
libitum. Para sincronizar el ciclo de las hembras, se les afiadié un poco de aserrin de la
caja de los machos tres dias antes de ponerlas a cruzar, y se emparejaron dos hembras
con un macho para optimizar los sementales. Se comprob6é el dia gestacional 0.5 (G0.5)
mediante la aparicion del tapon vaginal. Las crias fueron retiradas de la madre y
separadas por sexo al dia posnatal 25 (P25). El disefio experimental se ilustra en la figura
14.
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Figura 14. Disefio experimental global.

Administracion del inmundégeno: acido poliinosinico- policitidilico (Poly I:C)

Se inyectd la dosis de 5 mg/Kg de Poly I:C (sal potasica; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
pureza 8-12%) disuelto en solucién isotonica de cloruro de sodio (solucién salina
inyectable 0.9%, DELMED), por via intravenosa (de la vena lateral de la cola) a las
madres gestantes en el dia gestacional 12.5 (G12.5). Para el grupo vehiculo (VEH), se
inyectd el volumen equivalente de la solucién salina (Meyer et al., 2006). Para la
preparacion, se considero la pureza de la sal (8-12%), por lo que disolvimos la cantidad
suficiente para una solucién 1 mg/mL. Al pesar a los ratones, se multiplicé el peso en
gramos por 5 para conocer los microlitros a inyectar para ese ratén. Por ejemplo: Se
pesan 4 mg de la sal potasica de Poly I:C y se disuelven en 400 uL de solucion salina
inyectable (para tener Img/mL de la sustancia pura, considerando el 10% de pureza), Si
el ratdn gestante pesa 35 g, entonces se le inyectan 175 L de la solucion preparada.
Esta ventana de gestacion se seleccion6 sobre la base de estudios epidemioldgicos que
sugieren que el primer trimestre del embarazo humano puede asociarse con la
vulnerabilidad méaxima para los trastornos del neurodesarrollo mediados por la infeccion
viral como la esquizofrenia (Brown y Derkits, 2010). ElI G12.5, corresponde

aproximadamente a la semana 6-7 de gestacion en el humano, final del primer trimestre
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de gestacion y tiempo de la neurogénesis del sistema limbico (Vuillermont et al., 2017).

Bioactividad del Poly I:.C

Para asegurar la bioactividad del inmundgeno, se sacrific6 un grupo independiente
(también llamado satélite o centinela) de 20 ratones hembra de la cepa C57BL6/J de
entre 3y 5 meses, a las que se les inyecto previamente el Poly I:C (5 mg/Kg) o el vehiculo,
siendo 10 ratones por condicion. El sacrificio se realizdé a las 3 horas después de la
administracion del VEH o el Poly I:C. Se realizé la cuantificacion de las citocinas IL 6 y
TNF-a por ELISA (acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, en
espafiol: ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas) marca Novex (de Life
technologies) con niameros de catalogo KMCO0061 para IL-6 e invitrogen (de Thermo

Fisher) con nimero de catdlogo KMC3011 para TNF-a.

Pruebas conductuales

Las pruebas conductuales se realizaron en ratones macho, crias de madres inyectadas
con Poly I:.C o VEH, de 90 a 114 dias de edad. Los procedimientos conductuales se
realizaron durante la fase oscura, (que inicié a las 9 am), en un cuarto sonomortiguado,
con luz atenuada (20 luxes). Los ratones fueron manipulados durante 3 dias consecutivos
previos a la conducta, una sesion diaria de por lo menos 5 minutos por raton. Todos los
experimentos conductuales se llevaron a cabo 24 h después de la ultima sesion de
manipulacion. Los videos de los experimentos se tomaron con una camara de video-
vigilancia marca STEREN, y se analizaron posteriormente en el programa SMART
v2.5.21. A continuacion se especifican los diferentes paradigmas conductuales
evaluados. Todas las pruebas estadisticas y las graficas mostradas se realizaron con el
programa GraphPad Prism 8.01.

Prueba de enterramiento de canicas (EC)

El comportamiento estereotipado se evalué mediante la prueba de EC (Deacon 2006),
en P90. Para realizarla se ocuparon jaulas de acrilico transparentes limpias (27 x 16.5 x
12.5 cm) con una capa de lecho de aserrin de 5 cm de profundidad y tapas transparentes

agujeradas, proporcionadas por el Bioterio del INB. El procedimiento se llevé a cabo en
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dos sesiones. En la primera sesion, también llamada de habituacion, los ratones se
colocaron en las jaulas durante 5 minutos. Posterior a esto, se retiraron los animales
restaurando la planicie del lecho de aserrin. Veinte canicas de vidrio coloreados de 15
mm de didmetro (grava decorativa para acuario marca PETCO) se colocan sobre el lecho,
equidistantes entre si en una disposicion de 4x5 (figura 15). En la segunda sesién, o de
prueba, los animales se colocaron de nuevo en la jaula durante 10 minutos. Una vez
terminado el tiempo se retiraron los animales de la caja y se registrd el nUmero de canicas
enterradas. El criterio para una canica enterrada fue que mas de % partes de la canica
estuviera cubierta por el aserrin. Para evitar el sesgo del investigador como observador,

un observador ajeno realiz6 el conteo directamente de la jaula.

Figura 15. Caja habitacion de raton en donde se muestra la colocacion de las 20 canicas antes de colocar
al ratén.

Laberinto en “Y”

Se realizo la prueba de laberinto en “Y” con un brazo cerrado durante el entrenamiento,
para evaluar memoria de referencia espacial, que es dependiente de hipocampo, en
ratones macho de P98. La prueba se realiz6 en un laberinto de plexiglas transparente
con en tres brazos idénticos (50 x 9 x 10 cm, largo x ancho x alto), que irradian desde
una zona central triangular (cada lado 8 cm), al que se le puso una capa ligera de aserrin
y que contienen compuertas desplegables en cada brazo. Se colocaron pistas visuales
con tamanos y formas diferentes, a la altura del laberinto para que fueran visibles para el
raton. El procedimiento se llevo a cabo en dos sesiones, ambas grabadas. En la primera
(fase de entrenamiento) se permite al raton explorar el laberinto durante 5 minutos,
inhabilitando el paso hacia uno de los brazos (denominado después como brazo
novedoso) y liberdndolo en uno de los dos restantes (denominado brazo de inicio).

Después, el raton se retira del laberinto y se deja en su caja-habitacion durante 15
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minutos (intervalo entre ensayos). Pasado el tiempo, se vuelve a colocar al raton en el
laberinto (con una capa de aserrin nuevo suficiente para cubrir el piso del laberinto), pero
sin la compuerta que impida el paso al brazo anteriormente cerrado y se le permite la
exploracion durante 2 minutos (fase de prueba). Se cuantificé el porcentaje de tiempo
que paso el ratdn en el brazo novedoso y la distancia recorrida mediante el programa
SMART, identificando cada uno de los brazos (figura 16). La metodologia fue tomada de

Bitanihirwe y colaboradores (2010).

Figura 16. Imagen tomada del programa SMART del laberinto en “Y” con los brazos marcados en 3 colores
en donde se indica cOmo se proceso para la prueba de laberinto en “Y”. En el programa se especifica el
brazo de inicio y el novedoso, que se puede ver marcado con colores azul y verde, respectivamente.

Prueba de Interaccion y memoria social

Se evalué en el laberinto en “Y” de plexiglas transparente usado anteriormente, con
aserrin nuevo y con dos brazos cerrados con puertas agujeradas transparentes en forma
de jaula al final de cada brazo, en ratones macho de 114 dias de nacidos. Se realizaron
3 sesiones continuas, en la primera se liberé en el laberinto al ratébn durante 5 minutos
(para reducir la hiperactividad). Para la segunda sesién, que fue la prueba de interaccion
social, se enjauld un ratébn ajeno a su caja-habitacion en uno de los brazos con
compuerta, que fue de la misma edad, sexo y cepa del raton a evaluar, y se dejo el otro
brazo vacio (como en la metodologia descrita por Kaidanovich-Beilin y colaboradores,
2011). La prueba también puede ser con un objeto inanimado, pero en nuestro caso
elegimos dejarlo vacio. Se deja a que el raton explore el laberinto, y luego con el intruso
enjaulado, durante 5 minutos. Después de este tiempo, se colocé otro ratén de iguales

condiciones en el brazo antes vacio, que corresponderia a una tercera sesion. Se registra
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durante 5 minutos. Los ratones colocados para que el raton testigo interactue, fueron
encerrados al final de los brazos correspondientes con la ayuda de compuertas
corredizas transparentes agujeradas, para facilitar la interaccion (se ejemplifica en la
figura 17). Los criterios evaluados en esta prueba son: %tiempo con el raton, comparado
con el brazo vacio (interaccion social), y %tiempo con un raton novedoso comparado con
el ratén, ahora familiar (memoria social). Nos basamos en la metodologia del Vuillermot
y colaboradores (2017), donde adaptan un laberinto de iguales dimensiones para el
mismo modelo AIM y encuentran diferencias cuando el inmundégeno Poly I:C es

administrado en G9.

4 ~ 4 p 1

¢ 2
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Figura 17. Prueba de interaccion (izquierda) y memoria social (derecha). En el esquema de la derecha, el
ratén familiar esta a la derecha y el novedoso arriba. Para evitar que se escapen los ratones enjaulados,
se coloco una tapa arriba de cada jaula durante los experimentos.

RESULTADOS

Bioactividad del Poly I:C

Para garantizar la actividad biologica del inmundgeno, se cuantificaron dos de las
interleucinas involucradas en la via activada por Poly I:C, la IL-6 y TNF-a. Debido al
namero tan reducido de individuos en cada grupo y a que los datos del grupo VEH no
tienen un comportamiento normal o Gaussiano (comprobado para los valores de IL-6 con
pruebas de normalidad como Kolmogorov-Smirnov (p=0.0002), Shapiro-Wilk (p<0.0001)
y D’Agostino y Pearson (p<0.0001)), se procedié a realizar la prueba estadistica no
paramétrica U de Mann-Whitney, de dos colas con un intervalo de confianza del 95%,
que arrojo: “U’=2, p=0.0002 (figura 18A). Para TNF-q, las concentraciones fueron muy
bajas y algunos de los valores no pudieron entrar en la curva realizada, por lo que las

muestras que si entraron (3 y 5) no fueron suficientes para un analisis estadistico (por lo
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gue no se aplicaron pruebas de normalidad), indicando una p=0.17 en la prueba U de

Mann-Whitney y un valor de “U”=3 (figura 18B).
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Figura 18. Niveles séricos de IL-6 y TNF-a a 3 horas de la inyeccidn con Poly I:C i.v. A) niveles séricos de

IL-6 en ambos grupos, ***p=0.0002 con la prueba estadistica U de Mann-Withney. B) niveles séricos de
TNF-a. Se grafica media y error estandar medio (SEM). El nimero de sujetos se incluye dentro de la grafica.

Prueba de enterramiento de canicas (EC)

El primer procedimiento conductual evaluado fue el enterramiento de canicas. Esta
prueba nos permite observar la conducta repetitiva alterada en el modelo de
esquizofrenia que ha sido reportada en el modelo AIM. Las canicas fueron puestas en
una disposicién 5X4, que al final de la prueba se observaron como en la figura 19B. La
prueba se realiz6 en ratones macho C57BL/6 en el P90. Las pruebas de normalidad del
grupo VEH mostré valores de: Kolmogorov-Smirnov (p=0.0146), Shapiro-Wilk (p<0.0025)
y D"Agostino y Pearson (p<0.0194), por lo que al no pasar las pruebas de normalidad se
procedié a analizar con la prueba estadistica no paramétrica U de Mann-Whitney, de dos
colas con un intervalo de confianza del 95%, que nos mostré valores de: “U”=39,
p=0.0005 (Figura 19A).
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Figura 19. Resultados de la prueba de enterramiento de canicas. A) grafica del nimero de canicas
enterradas por grupo B) imagenes representativas de los dos grupos en los que se pueden observar las
canicas enterradas transcurridos 10 minutos de prueba. *** p=0.0005. Prueba U de Mann-Whitney de dos
colas. Se muestra la media y error estandar medio (SEM). El niUmero de sujetos se incluye dentro de la
grafica.

Memoria espacial en el laberinto en “Y”

La prueba conductual del laberinto en “Y” evitando el acceso a uno de los brazos durante
el entrenamiento, nos permite evaluar la memoria de referencia espacial en ratones, la
cual es una memoria dependiente de hipocampo (Kraeuter, Guest y Sarnyai, 2019). No
se hareportado un dafo en esta prueba en el modelo AIM al dia gestacional que usamos,
por lo que los resultados derivados apoyarian o no si existe dafio en hipocampo. Por su
parte, tomamos la distancia recorrida como parametro de descarte de problemas motores
en los animales de prueba. La prueba se realiz6 en ratones macho C57BL6/J de edad
P98. Las pruebas de normalidad de ambos grupos y para laberinto en “Y” asi como para
la distancia no arrojaron valores significativos (Shapiro-Wilk p=0.4816 y p=0.3674 en los
grupos de VEH y Poly I:C respectivamente y para las distancias recorridas valores de
p=0.5606 y p=0.9452). Al pasar las pruebas de normalidad se procedié a analizar con la
prueba estadistica paramétrica “t de Student” no pareada y con la correccion de Welch
(no asumiendo desviaciones estandar iguales), de dos colas con un intervalo de
confianza del 95%, que mostro en la prueba de laberinto en “Y” valores de: “t"=1.983,
df=19.55, p=0.0616; y para las distancias: “t’=0.2481, df=20, p=0.8066. Con esto se

prueba que no hubo cambios en ambos grupos y en ambas pruebas (figuras 20B y 21).
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Considerando el comportamiento de ambos grupos cada 20 segundos, realizamos un
ANOVA de dos vias de medidas repetidas que nos arrojo valores de p=0.8646 y F(5,
100)=0.3753 para la interaccion; p=0.1233 y F(1.268, 27.36)=2.416 para el tiempo; y
p=0.5298 y F(1, 20)=0.4090 para la condicién (figura 20A).
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Figura 20. Laberinto en “Y” A) gréfica del comportamiento del ratdn cada 20 segundos B) Resultados de
la conducta en el laberinto en “Y”. Se grafica el porcentaje de tiempo que dura el ratén en el brazo novedoso.
Prueba “t de Student” no pareada de dos colas. No se observan cambios en ambas graficas. Se muestra
la media y error estandar medio (SEM) y el nimero de sujetos se incluye dentro de la grafica.

28



15001
g

~ 10004
n
o
©
S

S 5004
c
)
o

O -

NS O
RN N
Qo\*

Figura 21. Distancia recorrida en el laberinto en “Y”. Se grafica la distancia en centimetros (cm) que recorre
el ratén en el laberinto. Prueba “t de Student” no pareada de dos colas. No se encuentran cambios. Se
muestra la media y error estandar medio (SEM) y el niUmero de sujetos se incluye dentro de la gréfica.

Prueba de Interaccién Social

La falta de sociabilidad en patologias como la esquizofrenia, es una caracteristica
replicable en los modelos animales. EI modelo AIM presenta déficit de sociabilidad, la
cual podemos medir mediante la prueba conductual realizada en esta tesis. Para cumplir
dicho proposito, disefiamos una modificaciéon de la prueba conductual denominada
“Three-chamber test”, en la que un ratén es colocado en una camara intermedia unida a
dos adyacentes mediante compuertas removibles (Kaidanovich-Beilin et al., 2011). La
prueba se realiz6 en ratones macho C57BL6/J en P114. En esta prueba, se cont6 el
tiempo que pasa el ratdon prueba con otro ratén y se compar6 con el tiempo que paso
explorando el otro cubiculo vacio. Considerando el comportamiento de ambos grupos por
minuto y durante los 5 minutos de la prueba (figura 22A), procedimos a realizar un
ANOVA de dos vias de medidas repetidas que nos arrojo valores de p=0.7655 y
F(4,80)=0.4591 para la interaccion; p=0.2722 y F(1.257, 25.14)=1.316 para el tiempo; y
p=0.3907 y F(1,20)=0.7699 para la condiciéon. Al comparar ambos grupos al final de la
prueba, figura 22B, nos arrojo un valor de p=0.1872 con una t=1.366 y df=20 con T de
Student con correccion de Welch. Las pruebas de normalidad pasaron para ambos

grupos (p>0.05).
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Figura 22.Interaccidn social. A) grafica del comportamiento del ratén por minuto. B) grafica del porcentaje
de tiempo que paso el ratén prueba con el otro ratén al minuto. Se muestra la media y error estandar medio
(SEM) y el numero de sujetos se incluye dentro de la grafica.

Prueba de Memoria social

Diversos desoOrdenes psiquiatricos son caracterizados por alteraciones en el
comportamiento y reconocimiento social. Dentro de éstos, destacan el autismo y la
esquizofrenia. Para probar la memoria social, usamos el laberinto en “Y” modificado para
esta prueba, descrito anteriormente. Esta prueba se realiz6 después de la prueba de

interaccion social, colocando otro ratdén en otro de los brazos con compuerta del laberinto
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(que pasa a ser el novedoso, dejando al anterior como el familiar) y se cuantifica el tiempo
gue pasa con éste durante 5 minutos de grabacion. Considerando el comportamiento de
ambos grupos por minuto y durante los 5 minutos de la prueba (figura 23A y 23B),
procedimos a realizar un ANOVA de dos vias de medidas repetidas que nos arrojé valores
de p=0.0209 y F(4, 80)=3.071 para la interaccion; p=0.6472 y F(1.908, 38.16)=0.4254
para el tiempo; y p=0.0072 y F(1,20)=8.941 para la condicién. Para identificar en donde
se encontraron los cambios observados, procedimos al método de Benjamini, Krieger y
Yakutieli para comparaciones multiples en el que encontramos valores de p<0.05 en los
minutos 1y 2 (p=0.0125 y 0.0151; t=2.772 y 2.678; df=18.22 y 18.47 para minuto 1y 2
respectivamente)Para el final de los 5 minutos, se realiz6 una prueba T de Student con
correccion de Welch ya que ambos grupos pasaron la prueba de normalidad (VEH
p=0.0703 y Poly I:C p=0.8991 para D"Agostino y Pearson), que arrojo un valor de
p=0.2374 con t=1.218 y df=19.91.
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Figura 23. Memoria social. A) comportamiento de los ratones en la prueba por minuto. Se realizé la prueba
de ANOVA de dos vias de medidas repetidas, método de Benjamini, Krieger y Yakutieli como post hoc
*p<0.05. B) porcentaje de tiempo que paso el ratdon prueba con el ratén novedoso. p=0.2374, t=1.218 y
df=19.91, mediante la prueba “t de Student” no pareada de dos colas. Se muestra la media y error estandar
medio (SEM) y el nimero de sujetos se incluye dentro de la gréfica.

DISCUSION

Quiza, el hallazgo mas importante de la tesis sea el encontrado en la memoria social.
Esperdbamos encontrar una conducta disminuida, sin embargo, se encontré potenciada.
Se analizaron pruebas conductuales correspondientes a los sintomas caracteristicos de
la esquizofrenia (positivos, negativos y cognitivos) en las crias macho de ratones, cuando
las madres gestantes fueron retadas inmunolégicamente con Poly I:C via i.v. La conducta
estereotipada es una de ellas, y al encontrarse facilitada en el grupo Poly I:C, podria
indicar dafios en hipocampo, al ser parcialmente dependiente de esa estructura (Deacon,
2006). A pesar de lo anterior, la prueba de memoria espacial evaluada por el laberinto en
“Y” evitando el acceso a uno de los brazos durante el entrenamiento (también
dependiente de hipocampo), no mostrd diferencias entre los dos grupos. Ademas, la
prueba de memoria social presenta facilitacion en el grupo Poly I:C cuando lo
comparamos con el grupo VEH, por lo que existen alteraciones en la memoria social, un
efecto que pudiera reforzarse con otras pruebas conductuales para la memoria social,

como las usadas por Hitti y Siegelbaum en 2014.
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Resulta imperativo resaltar que el usar ratones macho para los experimentos
proviene de estudios previos en los que demuestran sintomatologia presente en los
machos que no se presenta en las hembras, como por ejemplo ansiedad y afecciones en
la compuerta sensorimotora (Hui et al., 2018), por lo que para la finalidad de este trabajo
usamos una cepa conocida y antes estandarizada en ratones macho.

Con el fin de comprobar la bioactividad del inmundgeno Poly I:C, se cuantificaron
las citocinas IL-6 y TNF-a. La IL-6 y TNF- o son citocinas proinflamatorias, crucial en la
respuesta inflamatoria de fase aguda, mismas que se ven elevadas con la administracion
del Poly I.C al ser identificado por los macréfagos periféricos mediante los receptores tipo
Toll 3 (TLR3) (Schmidt-Arras y Rose-John, 2016; Rose et al., 2017). Los valores de IL-6
obtenidos en las madres inyectadas cin Poly I:C iv. fueron muy parecidos a los
encontrados por Vuillermont et al. en 2017 (resultados cercanos a los 800 pg/mL a las 4
horas de la inyeccion). La respuesta inmune de los ratones hembra hacia el inmundgeno
es clara ya que la IL-6 se encuentra aumentada en los niveles séricos del grupo Poly I:C,
comparado con el grupo VEH (figura 18A). La inyeccion con el inmundgeno Poly I:C se
ve reflejada en aumento de los valores séricos para IL-6, TNF-a, IFN-B e IL-1[, posterior
a 3 horas. De las anteriores, IL-6 ha demostrado ser suficiente y necesaria para producir
el fenotipo AIM cuando se eleva en etapas gestacionales prematuras, como lo es el
equivalente al primer trimestre del embarazo en ratones (aproximadamente E9-E12), por
lo que la medicién sérica de IL-6 es imprescindible cuando se trata de replicar el modelo
(Smith et al., 2007; Murray et al., 2015). Dado lo anterior, a pesar de no encontrar
aumento en TNF-a (figura 18B), el aumento en IL-6 es suficiente para comprobar la
bioactividad el Poly I:C empleado.

El modelo AIM realizado en este trabajo reproduce la conducta repetitiva alterada
observada en distintos trastornos psiquiatricos, que forma parte de los sintomas positivos.
Este tipo de conducta estereotipada de enterramiento es comdn en los ratones, sin
embargo, se ve modificada por medicamentos como los ansioliticos y es parcialmente
dependiente de la funcién hipocampal (Deacon, 2006). Al encontrar en la literatura que
la conducta cambia a lo largo de la vida del animal y puede verse alterada por condiciones
en el cuarto de conducta, evitamos hacer la prueba en dias de cambio de cajas y se utilizé

una edad cercana a las ya antes reportada por otros investigadores, que lo evalian entre
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P60 y P80 (Schwartzer et al., 2013; Hui et al, 2018). Otros autores han encontrado
resultados no significativos al usar edades de 4 a 6 meses en un modelo con inyecciones
de IL-6 intraperitoneal (i.p.), por lo que se decidi6 realizar poco antes de esa edad
(Minakova et al., 2019). En otro estudio descubrieron que en lugar de facilitar la conducta
la tienen deteriorada cuando inyectan Poly I:C en el dia G9 y evaltuan entre P30 y P40
(Vuillermont et al., 2017), por lo que tampoco tomamos esas edades. Es relevante
mencionar que esta conducta presenta una correlacion inversa con la densidad de
espinas en este modelo, por lo que podriamos pensar en que la disminucion de espinas
dendriticas en corteza de este modelo podria estar afectando este tipo de conductas
(Coiro et al., 2015). Al evaluar la prueba, obtuvimos aumento (figura 19A) en el nimero
de canicas enterradas (p<0.05, lo que indica que existen diferencias en ambos grupos)
de estos ratones experimentales, observado previamente por otros investigadores
(Schwartzer et al., 2013; Wu et al., 2015; Chow et al., 2016), confirmando con esto que
nuestro modelo presenta la conducta estereotipada alterada, como en la esquizofrenia.
Anteriormente se encontré en hembras inyectadas prenatalmente (en G17) con
Poly I:C, pero no en machos, alteraciones en fase de toma de decision en la tarea de
laberinto en “Y” (Schroeder et al., 2019). Sin embargo, otro grupo de investigacion reportod
alteraciones en la memoria de reconocimiento espacial en machos en la misma prueba
(Bitanihirwe et al., 2010). En nuestro modelo realizamos la tarea del laberinto en “Y” con
un brazo cerrado durante el entrenamiento, en la que evaluamos la memoria espacial de
nuestros animales, como indicativo de dafio hipocampal, al ser dependiente de
hipocampo, y que forma parte de los sintomas cognitivos en la esquizofrenia (Bitanihirwe
etal., 2010, Kraeuter, Guest y Sarnyai, 2019). Los resultados no mostraron cambios entre
el grupo VEH y el grupo tratado con Poly I:C (p=0.0616, figura 20B), lo que indica que es
posible que no exista dafio en la memoria espacial, ni en el hipocampo en nuestro modelo
AIM. Se consideraron las distancias totales recorridas por ambos grupos como medida
de control en el que ambos grupos se comportaron igual (figura 21). Al analizar mediante
ANOVA de medidas repetidas los porcentajes de tiempo en el brazo novedoso de ambos
grupos cada 20 segundos, no encontramos cambios, por lo que el grupo Poly I:C
pareciera no presentar alteraciones en la memoria espacial (figura 20A). Debido a que

las inyecciones se realizaron en una ventana temporal distinta a la antes citada,
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podriamos entender del porque no encontraramos resultados parecidos a los reportados
por Schroeder et al. (2019) y Bitanihirwe et al. (2010), aunque si muy cercanos a p=0.05
(0.0616). Considerando la hipétesis del curso de la esquizofrenia esquematizado en la
figura 2, se esperaria encontrar anomalias en la memoria espacial en nuestro modelo,
esto ya que el funcionamiento de los receptores NMDA en CA1 de hipocampo juega un
papel importante en la adquisicion de la memoria espacial (Bannerman et al., 2014;
Sharma et al., 2019) y se encuentran dafiados en el modelo AIM (Hao et al. 2019). Sin
embargo, estudios anteriores demuestran dafio en la memoria de trabajo en G17.5, pero
no en G12.5 del modelo AIM (Connor et al., 2012), por lo que el no encontrar dafios en
la memoria espacial a la edad que lo analizamos, podria verse influenciado por el dia
gestacional empleado, ya que se sabe que cambios en el periodo gestacional pueden
producir fenotipos variables en algunas conductas (Meyer et al., 2006).

Dentro de los sintomas negativos encontrados en la esquizofrenia, reducciones en
la interaccion social pueden ser replicadas en ratones. Nuestros resultados no
demuestran cambios en la preferencia del ratdén a interactuar con el ratbn novedoso,
comparado con el grupo control. Sin embargo, la tarea podria evocar comportamiento
exploratorio y similar a la ansiedad, a pesar de tener un periodo previo de habituacion,
gue pudiera opacar la conducta negativa (Powell y Miyakawa, 2006). Los mecanismos
moleculares subyacentes en la alteracion de esta conducta pueden estar relacionados
con dafio en corteza prefrontal demostrado en el modelo AIM y en la esquizofrenia, quiza
no suficientemente marcados en nuestros ratones como para ser visualizados en la
prueba realizada. Para la realizacidn de esta tesis usamos una edad parecida a las
usadas anteriormente por otros investigadores (Pendyala et al., 2017; Minakova et al.,
2019), esperando encontrar en ratones adultos (P90-P114) cambios mas evidentes en la
conducta, aunque los resultados no mostraron cambios en la preferencia social (figura
22B). Algunos de los articulos que han demostrado reduccion en la interaccion social en
ratones macho del modelo AIM cuando se usa Poly I:C como inmundgeno, aunque las
temporalidades gestacionales en que se administraron (G12.5 y G9.5) y las edades en
gue se analizaron las conductas (P49-P56 y P60-P80) difieren un poco a las que usamos
nosotros (Xuan y Hampson, 2014; Hui et al., 2018). Incluso en un modelo con inyecciones

intraperitoneales de IL-6 como modelo de AIM, encuentran disminucion en la preferencia
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social cuando lo analizan en un periodo entre 4-6 meses (Minakova et al., 2019).
Solamente cuando se usa LPS como inmunégeno en G12.5, no se encuentra disminucién
en la preferencia social en ratones macho (Xuan y Hampson, 2014). En esta prueba y en
la siguiente, hicimos un grafico del comportamiento del ratén durante la conducta para
identificar el minuto de cambio para identificar su comportamiento durante toda la fase de
prueba (figura 22A). No encontramos cambios de igual forma al analizar mediante
ANOVA de medidas repetidas, por lo que el grupo Poly I:C no parece presentar dafios en
la interaccion social, propios del modelo y de sujetos con esquizofrenia.

Finalmente, la conducta de memoria social presentd una alteracion antes no
reportada en el modelo, lo que nos puede sugerir cambios en la regiébn CA2 de
hipocampo, que como hemos indicado esté relacionado con esta tarea. Se reconoce el
dafo cognitivo en los ratones AIM, sin embargo, cambios en la conducta de
reconocimiento social sélo se han encontrado en un modelo con IL-6 inyectada, con
menor porcentaje de tiempo con ratén novedoso respecto al control (Minakova et al.,
2019). Encontramos, mediante la prueba ANOVA de medidas repetidas de dos factores,
que el grupo Poly I:.C pasé mas tiempo con el ratbn novedoso comparado con el VEH
(figura 23A), sin embargo, esto solo se presentod en los primeros dos minutos. Una posible
causa es que diversos modelos de esquizofrenia han mostrado ser hiperactivos a nuevos
entornos (Powell y Miyakawa, 2006), lo que pareciera estar potenciando la novedad
social. Existen pocos estudios en los que reportan esta conducta, y la mayoria no
observan cambios, uno lo hacen en un modelo con inyecciones de Poly I:C en G9.5y lo
analizaron en P60-P80, lo que pudiera estar marcando la diferencia entre ese estudio y
lo que observamos nosotros (Hui et al., 2018), otro lo hacen en P49-P56 con Poly I:C en
G12.5 i.p. y tampoco encuentran cambios (Xuan y Hampson, 2014). Debido a este y
muchas otras variaciones en el fenotipo encontradas por diversas causas, dentro de las
mas importantes el dia gestacional de la inyeccién y el inmunogeno usado, los resultados
pueden o no coincidir con anteriores reportes (Kentner et al., 2019).

Una prueba conductual se puede considerar relevantes si las regiones implicadas
coinciden con las dafiadas en pacientes con esquizofrenia (Powell y Miyakawa, 2006).
Sin embargo, dificilmente una prueba conductual es regulada por una regién Unicamente.

En el caso de la memoria social que estudiamos en esta tesis, podrian considerarse
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pocas las regiones involucradas (figura 7), lo que haria mas relevantes los resultados
encontrados. Ademas, atribuido a la heterogeneidad de un trastorno como la
esquizofrenia, ningn modelo animal podria representar a toda la poblacién de pacientes
esquizofrénicos (Powell y Miyakawa, 2006), lo que no resta importancia a los resultados

encontrado en esta tesis, pero si nos ayuda a entender mejor los resultados.

CONCLUSIONES

El modelo ha replicado algunas de las conductas observadas en pacientes o en modelos
para la esquizofrenia, como la conducta repetitiva y afecciones en la memoria social,
correspondientes a los sintomas positivos y cognitivos respectivamente. En cuanto a los
sintomas negativos, como la interaccion social, no se replico, probablemente debido al
dia gestacional usado para la inyeccion de Poly I:C, o por la edad en que se analizé. La
dificultad del modelo por si solo y el tiempo de espera para observar los cambios en la
conducta, fue uno de los principales retos al replicar el modelo AlIM, ya que dificilmente
se obtienen todas las camadas al mismo tiempo. Sin embargo, los resultados obtenidos
nos han permitido avanzar y generar nuevas hipotesis, para continuar con esta linea de
investigacion. El tiempo en que se generen los retos inmunoldgicos durante la gestacion
puede producir fenotipos diferentes, por lo que las conductas replicadas o no,
representan informacién novedosa. Dada la heterogeneidad en pacientes con
esquizofrenia, ningin modelo para la esquizofrenia podria representar a la poblacion total
de esquizofrénicos. Faltaria analizar otras conductas dentro de los sintomas negativos
para tener al menos una conducta por sintoma alterado y poder darle mayor rigidez al

modelo, en cuanto a las pruebas conductuales.
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ANEXOS
Procedimiento Estandar Opertativo (SOP)
l. PRUEBA CONDUCTUAL DE ENTERRAMIENTO DE
CANICAS

=

Objetivo
1.1. Realizar la conducta de enterramiento de canicas para evaluar la
conducta repetitiva en un modelo de esquizofrenia.

2. Alcance
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y estudiantes del
laboratorio C-02 de Neuromorfometria y Desarrollo del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM

3. Responsabilidades
3.1. El uso de bata y guantes como equipo de seguridad es obligatorio
durante todo el proceso.

4. Materiales

4.1. Cajas limpias de policarbonato 27 x 16.5 x 12.5 (proporcionadas por
bioterio).

4.2. Aserrin previamente esterilizado (proporcionado por bioterio).

4.3. Veinte canicas de vidrio coloreados de 15 mm de didmetro (grava
decorativa para acuario marca PETCO).

4.4. Bitacoray pluma.

4.5. Tapas de policarbonato transparentes y agujeradas (proporcionadas
por bioterio).

4.6. Ratones macho de la cepa C57BL6J de 90 dias de nacidos.

5. Equipo
5.1. Cronbémetro.
5.2. Camara de video marca Steren.
5.3.  Luxémetro marca Steren.
5.4. Atenuador de luz integrado en el cuarto donde se haréa la conducta.

6. Procedimiento
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6.1. Manipular los ratones desde por lo menos 5 dias previos a la conducta
un aproximado de 5 minutos diarios.

6.2. Atenuar la luz del cuarto en 20 luxeles. Es importante el realizar la
prueba en la fase oscura dentro del horario de 9 am a 4 pm (en cuarto
con luz invertida donde la luz se apaga de 8am a 8pm).

6.3. Colocar una cama plana de aserrin de 5 cm en cada jaula usada.

6.4. Colocar un ratén en cada caja y taparlas con la tapa transparente.

6.5. Grabar con la camara de video durante 5 minutos (fase de
habituacion).

6.6. Regresar los ratones a sus jaulas, identificando bien a qué caja
corresponden.

6.7. Volver a aplanar la cama de aserrin y colocar las veinte canicas en la
caja en una disposicion 4 x 5 manteniendo uniformidad y equidistancia.

6.8. Colocar nuevamente los ratones a su caja correspondiente y grabar
durante 10 minutos.

6.9. Retirar a los ratones y contar el nimero de canicas enterradas (el
criterio es que esté al menos ¥ partes de la canica bajo el aserrin).

6.10. Es posible realizar varias pruebas simultaneas, sin interferencia entre
ellas, y el uso de la misma caja para varios ratones si se aplana de forma
adecuada la cama de aserrin entre cada raton.

7. Material de apoyo
7.1. Esquema del acomodo de las canicas en la caja.
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Il. PRUEBA DE LABERINTO EN “Y”

. Objetivo

1.1. Analizar la conducta, dependiente de hipocampo, del laberinto en “Y”
para evaluar la memoria de reconocimiento espacial en ratéon

. Alcance

2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y estudiantes del
laboratorio C-02 de Neuromorfometria y Desarrollo del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM

. Responsabilidades
3.1. El uso de bata y guantes como equipo de seguridad es obligatorio
durante todo el proceso.

. Materiales

4.1. Laberinto en “Y” de acrilico transparente con las siguientes medidas:
50 x 9 x 10 cm, largo x ancho x alto y brazos equidistantes a un angulo
de 120°

4.2. 4 puertas oscuras ajustables al laberinto

4.3. Aserrin previamente esterilizado (proporcionado por bioterio).

4.4. Bitacoray pluma.

4.5. Pistas espaciales

4.6. Alcohol al 70%

4.7. Ratones macho de la cepa C57BL6J de 98 dias de nacidos.

. Equipo

5.1. Cronémetro.

5.2. Camara de video marca Steren.

5.3. LuxOémetro marca Steren.

5.4. Atenuador de luz integrado en el cuarto donde se hara la conducta.

. Procedimiento

6.1. Manipular los ratones desde por lo menos 5 dias previos a la conducta
un aproximado de 5 minutos diarios cada uno.

6.2. Atenuar la luz del cuarto en 20 luxeles. Es importante el realizar la
prueba en la fase oscura dentro del horario de 9 am a 4 pm (en cuarto
con luz invertida donde la luz se apaga de 8am a 8pm).
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6.3. Poner una cama ligera de aserrin por dentro, en la base del laberinto.

6.4. Colocar una puerta oscura impidiendo el paso a uno de los brazos del
laberinto.

6.5. Colocar pistas espaciales en las cuatro paredes del cuarto, de
diferentes tamafios y formas y que queden a la altura del laberinto.

6.6. Colocar al raton en el laberinto.

6.7. Grabar con la camara de video durante 5 minutos (fase de
habituacion).

6.8. Regresar los ratones a sus jaulas, identificando bien a qué caja
corresponden.

6.9. Alejar la jaula del cuarto de conducta durante 15 minutos.

6.10. Tirar el aserrin del laberinto y limpiarlo con una solucién de alcohol al
70% para evitar dejar rastros de olor.

6.11. Colocar nuevamente al ratén en el laberinto quitando previamente la
puerta oscura que impedia el paso al brazo.

6.12. Grabar durante 2 minutos y sacar a los ratones del laberinto al finalizar.

. Material de apoyo
7.1. Esquema del laberinto utilizado:

'
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1. PRUEBA DE INTERACCION Y MEMORIA SOCIAL

. Objetivo

1.1. Realizar la conducta de interaccibn y memoria social en ratones
machos de la cepa C57BL6J en un modelo de esquizofrenia.

. Alcance

2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y estudiantes del
laboratorio C-02 de Neuromorfometria y Desarrollo del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM.

. Responsabilidades
3.1. El uso de bata y guantes como equipo de seguridad es obligatorio
durante todo el proceso.

. Materiales

4.1. Ratones macho de la cepa C57BL6J de 98 dias de nacidos de los
grupos experimentales y control, asi como dos ratones ajenos al
experimento de la misma edad y sexo que nunca haya tenido contacto
con los grupos anteriores (raton novedoso).

4.2. Bitacoray pluma.

4.3. Alcohol 10%

4.4. Aserin estéril (proporcionado por bioterio).

. Equipo

5.1. Cémara de video marca Steren.

5.2. LuxOmetro marca Steren.

5.3. Atenuador de luz integrado en el cuarto donde se hara la conducta.

5.4. Laberinto de plexiglas transparente que consiste en tres brazos
idénticos (50 x 9 x 10 cm, largo x ancho x alto), que irradian desde una
zona central triangular (cada lado 8 cm), y que contienen compuertas
agujeradas desplegables en cada brazo.

. Procedimiento

6.1. Manipular los ratones desde por lo menos 5 dias previos a la conducta
un aproximado de 5 minutos diarios por cada raton.

51



Procedimiento Estandar
Operativo Procedimiento 3
No.
Titulo Version
Interaccion y Memoria Social Emision
Pagina de 3
Realizado por: Aprobado por: Fecha de aprobacion
Zyanya Gloria Mena Dra. Sofia Yolanda Dia
Casas Miranda

6.2. Atenuar la luz del cuarto en 20 luxeles. Es importante el realizar la
prueba en la fase oscura dentro del horario de 9 am a 4 pm (en cuarto
con luz invertida).

6.3. Colocar una cama ligera de aserrin en el laberinto cerrando dos de los
brazos con compuertas agujeradas en forma de jaula.

6.4. Colocar al raton en el brazo sin jaula (brazo inicial) y grabar la
exploracion durante 5 minutos (fase de habituacion).

6.5. Pasados los 5 minutos, colocar al ratdbn novedoso en uno de los brazos
con jaula y grabar durante 5 minutos (fase de interaccién social).

6.6. Después de ese tiempo, colocar otro raton novedoso en la jaula
previamente vacia y grabar durante 5 minutos (fase de memoria social).
El ratdbn novedoso de la fase anterior pasa a ser raton familiar.

6.7. Sacar los ratones y analizar los videos en el software SMART,
considerando tiempo de exploracién con el ratbn novedoso, tiempo en
brazo vacio, porcentaje de ambos tiempos y distancia total recorrida.

6.8. Esimportante quitar el aserrin y limpiar con alcohol al 70% entre cada
prueba con diferente ratén experimental.

7. Material de apoyo
7.1. Esquema del laberinto. Jaulas transparentes arriba y a la derecha,

ratdbn novedoso a la derecha y raton experimental en exploraciéon arriba
en la primera fase (interaccién social)
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>

A

7.2. Esquema del laberinto en la fase de memoria social. Arriba raton
novedoso y a la derecha ratén familiar.

”

N
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