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Resumen

La esquizofrenia es una condicién cronica que afecta al 1% de la poblacion. Ademas de los sintomas
positivos y negativos, los pacientes con esquizofrenia presentan disfuncion a nivel cognitivo. Una de las
principales teorias que explican la etiologia de la esquizofrenia, es la relacionada a la hipofuncién en los
receptores de glutamato N-Methyl-d-Aspartato (NMDA), induciendo la pérdida del equilibrio entre la
produccion de especies oxidantes generados en el metabolismo celular y los sistemas de defensa
antioxidante, lo que inevitablemente generan un estado de estrés oxidante. Se ha propuesto a la a la NAC
como un agente adyuvante para potencializar la eficacia de antipsicoticos atipicos como la olanzapina,
mejorando los procesos de oxidacion y muerte celular propios de la enfermedad. Los experimentos fueron
realizados en 30 ratones divididos en 5 grupos experimentales. Uno de los modelos en animales mejor
establecidos en esquizofrenia, es el modelo de hipofuncién de NMDA, al utilizar de forma aguda un
antagonistas de NMDA como el MK801 y observarse un perfil de cambios en el comportamiento similar a
los sintomas positivos, negativos y cognitivo de la esquizofrenia. Se evallo la participacion del estrés
oxidativo al medir la peroxidacion lipidica y la concentracion de glutation reducido a nivel de la corteza
prefrontal. La administracion de MK-801 produjo un aumento en la peroxidacion lipidica y una disminucién
en la concentracion de glutation reducido a nivel de la corteza prefrontal. En este mismo sentido, tanto el
tratamiento con Olanzapina como con NAC y con la combinacion de OLA-NAC disminuyeron la
peroxidacion lipidica y aumentaron el glutation en el tejido cerebral. Estos datos sugieren que el tratamiento
con Olanzapina y NAC pudiera regular el dafio oxidativo propio de la enfermedad y representar una opcién
terapéutica para pacientes con psicosis cronica o inclusive aquellos resistentes al tratamiento

farmacoldgico.

Palabras clave: Olanzapina, N acetil cisteina, esquizofrenia



1. Introduccion

La esquizofrenia es una condicion cronica que afecta al 1% de la poblacion, se estima que alrededor de
21 millones de personas en el mundo viven con esta enfermedad (- Debido a que la sintomatologia inicia
por lo general en la adultez temprana, representa una carga econdmica y social significativa (2 Esta
condicién se considera uno de los trastornos psiquiatricos mas graves, principalmente por las altas tasas
de mortalidad en quienes padecen esta condicion. Debido a la alta tasa de mortalidad en todos los grupos
de edad, los pacientes con esquizofrenia tienen una esperanza de vida hasta 20 afios menor que la
poblacion general (1 @) La esquizofrenia también se ha relacionado con un mayor riesgo de enfermedad
comérbida, principalmente enfermedades cronico degenerativas como accidentes cerebrovasculares,
diabetes mellitus tipo Il, enfermedades coronarias, respiratorias y algunos tipos de cancer. También, los
pacientes con esquizofrenia tienen un riesgo superior (del 5 al 10%) que la poblacién general de morir por
suicidio (2 4)(3)- Ademas de los sintomas positivos como la presencia de ideas delirantes y alteraciones en
la sensopercepcion y sintomas negativos como abulia, anhedonia y aplanamiento afectivo, los pacientes
con esquizofrenia presentan disfuncién a nivel cognitivo como alteraciones en la atencién, memoria de
trabajo y funcion ejecutiva, lo que repercute directamente en el pronéstico y calidad de vida. A pesar del
éxito terapéutico del tratamiento con antipsicoticos atipicos como la olanzapina en pacientes con
esquizofrenia, su uso se ve limitado; por los efectos adversos como: ganancia de peso y mayor riesgo
cardio metabdlico. Con base en esta informacion, el tratamiento con N-acetilcisteina (que es un potente
antioxidante) podria reducir el estrés oxidativo en un modelo de esquizofrenia en ratones tratados con
olanzapina. Los resultados de este protocolo de investigacion proporcionan evidencia que relaciona el
papel del estrés oxidativo en enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia. Nuestros resultados
podrian reforzar la posible modificacién de los esquemas actuales de tratamiento para este grupo de
pacientes, brindando una oportunidad de mejoria para el importante porcentaje de pacientes que no

presentan respuesta a los esquemas de tratamiento farmacolégico convencionales.



2. Marco teorico

2.1 Fisiopatologia de la Esquizofrenia:

Dentro de las principales teorias que tratan de explicar la etiopatogenesis de la esquizofrenia, se sugiere
que existe una hipofuncion en los receptores de glutamato N-Methyl-d-Aspartato (NMDA), sustentada por
medio de estudios postmortem en cerebros de pacientes con esquizofrenia asi como por la realizacion de
modelos con roedores al administrar de manera aguda o cronica un antagonista de los receptores NMDA
como el MK 801 (dizocilpina) e inducir sintomas que mimetizan la enfermedad (6) (7)- La segunda teoria
sugiere que existe un estado de trasmision dopaminérgica excesiva, que se sustenta al observar la
disminucidn de los sintomas tras la administracion de antagonistas de los receptores D2 de dopamina y al
observar en estos pacientes por medio de tomografia por emisién de positrones, anormalidades tanto en
la sintesis como en la liberacion de dopamina a nivel de la corteza prefrontal (PFCx) (6) (8) (9)- Dentro de
|la fisiopatologia de la esquizofrenia se han localizado areas cerebrales fuertemente involucradas, como la
PFCx, responsable de procesos cognitivos complejos por medio de la interconexion de areas corticales
sensoriales y motoras y de estructuras subcorticales (10) (11)- La PFCx esta formada principalmente por
neuronas glutamatérgicas piramidales (75 al 80% del total de las células neuronales) e interneuronas

gabaérgicas (6):

2.2 Tratamiento farmacoldgico para la esquizofrenia:

Los antipsicoticos constituyen el tratamiento central para la esquizofrenia. Por medio del bloqueo de los
receptores D2 de dopamina a nivel estriatal, estos farmacos son efectivos para el manejo de las
manifestaciones agudas de la enfermedad, disminuyendo también el riesgo de futuras recaidas. Se
considera que es necesario el bloqueo del 60% de los receptores D2 para una adecuada respuesta
terapéutica, sin embargo, una ocupacién superior al 80% se asocia con presencia efectos adversos como
sintomas extrapiramidales como distonia aguda, temblor, rigidez y discinesia tardia. Estos efectos
adversos, pueden llegar a ser poco tolerables por los pacientes, incrementando el riesgo de abandono
terapéutico y por consiguiente el numero de recaidas y hospitalizaciones (12) ).

2.3 Resistencia al tratamiento farmacolégico:
En la actualidad; se cuenta con varias alternativas de tratamiento, sin embargo; se ha reportado que el 20
al 30% de los pacientes presentan falta de respuesta al tratamiento farmacoldgico (13- Se conoce como

esquizofrenia resistente al tratamiento cuando no es posible demostrar una mejoria en la sintomatologia



de por lo menos un 20% a través de escalas que valoran tanto sintomas positivos como negativos como
la PANSS, después de por lo menos dos esquemas de tratamiento distintos con antipsicotico en dosis y

tiempo adecuado (13) (14).

2.4 Olanzapina:

La olanzapina, un antipsicético atipico de segunda generacion que, a pesar de poseer propiedades
estructurales y farmacoldgicas similares a la clozapina, es considerado un antipsicético mas potente, con
un mejor perfil de tolerabilidad en comparacidn con antipsicéticos tipicos como el haldol, al causar menos
efectos extrapiramidales, menor efecto de sedacién y menor hiperprolactinemia, no solo a dosis
antipsicoticas moderadas si no incluso con dosis mayores. A diferencia de otros antipsicoticos, la
olanzapina presenta un inicio de accion relativamente rapido, observandose mejoria de la sintomatologia
desde la primera semana de tratamiento, ademas se ha reportado una mejoria en mayor medida de los
sintomas negativos, en comparacidn con antipsicoticos tipicos como el haldol (19 (16 Fue aprobada en un
inicio para el tratamiento de pacientes con esquizofrenia y posteriormente para pacientes con trastorno
afectivo bipolar y depresion resistente al tratamiento (17)(16). Sin embargo, su uso como agente de primera
linea, se ve limitado en pacientes con riesgo metabdlico, debido a que no solo se asocia de manera
consistente con ganancia de peso, si no que posee un alto riesgo cardiometabdlico al incrementar de
manera importante los niveles de triglicéridos en ayunas y la resistencia a la insulina (19 (18). De acuerdo a
estudios realizados en modelos animales con MK-801, los antipsicoticos atipicos han mostrado ser
superiores a los antipsicoticos tipicos en la reversion del déficit cognitivo inducido por el bloqueo del
receptor NMDA, al presentar mejoria en el aprendizaje espacial, el aprendizaje de reversion y la memoria
de reconocimiento (19)(20) 21). Especificamente se observé que la olanzapina, ademas de revertir de manera
parcial estos déficits cognitivos, también revirtio parcialmente la reduccidn de las subunidades del receptor
NMDA inducida por MK-801 (22)- En los ultimos afios, los antipsicéticos atipicos como la olanzapina, se han
relacionado con propiedades neuroprotectoras, al contribuir en la expresion de diferentes proteinas
sinapticas y factores de transcripcion. Varios estudios reportan que la olanzapina incrementa la expresion
del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y la formaciéon de CREB, un importante factor de
transcripcion que regula la expresion genética (23 (24 Ademas de promover la modulacién de factores de
supervivencia celular, la olanzapina también se asoci6 con el bloqueo de caspasa-3, un marcador de

muerte celular apoptética 24 (25)
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2.5 N-acetilcisteia (NAC):

La NAC es un agente mucolitico y antioxidante derivado del aminoacido L-cisteina. Es precursor del
glutatién, normalizando sus niveles. Desde 1985 fue aprobado su uso por la FDA como antidoto para la
sobredosis por acetaminofén (26) (27) (28) (29). Debido a su amplio perfil de seguridad y tolerancia se ha
utilizado para el tratamiento de una gran variedad de condiciones médicas (30 3% Existe evidencia
suficiente para sugerir su uso como antioxidante y mucolitico en el tratamiento de la enfermedad
obstructiva pulmonar crénica, como agente nefroprotector en la nefropatia inducida por medio de contraste,
como tratamiento preventivo en la fibrilacion auricular y como tratamiento adyuvante en la infeccion por
VIH (32) 29 31) (33). En los Ultimos afios se ha asociado con efectos inhibitorios en la replicacion del virus A

de la influenza, por lo que es considerado como un agente potencial para su tratamiento (29 (34)

2.6 Glutation:

El glutation es un tripéptido no proteico compuesto por los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina.
Constituye el principal antioxidante endégeno por lo que es responsable de mantener el balance oxidativo
a nivel celular. En las células y tejidos sanos, se encuentra principalmente en su estado reducido (GSH) y

en una menor proporcién en su forma oxidada (GSSG) (%) (36)-

2.7 Estrés oxidativo:

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desbalance entre factores oxidantes y antioxidantes dentro
de los limites fisiologicos, con la produccion subsecuente de especies reactivas del oxigeno (EROS) como:
iones de oxigeno, radicales libres y peroxidos organicos e inorganicos. Las EROS son producidas por
procesos fisioldgicos normales, jugando un papel importante en procesos de sefializacion celular y
homeostasis tisular. Sin embargo, el exceso de EROS produce modificaciones adversas en los

componentes celulares, provocando dafio en proteinas, lipidos y el DNA (30) (37) (36).

Las membranas celulares y la membrana de organulos celulares, debido a su alto contenido de acidos
grasos poliinsaturados, son especialmente susceptibles al dafio de las EROS, lo que se denomina

peroxidacion lipidica.
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Debido a que la generacion intracelular de EROS es un proceso inevitable, todas las células en general,
poseen diferentes sistemas de defensa antioxidante Figural. En el presente trabajo de investigacién nos

centraremos en el dafo oxidante producido por la peroxidacion lipidica, que se describe a continuacion.

Peroxido dismutasa

. Catalasa
Enzimdtico

Glutation peroxidasa

Tiorredoxina
7 \

Sistema antioxidante

’
Vitaminas A, Cy E; coenzima Q10;
y flavonoides
No enzimatico Minerales (selenio y zinc)
Metabolitos (bilirrubina y
melatonina)

Figura 1. El sistema antioxidante protege a las células de la peroxidacién lipidica inducida por las EROS.

2.8 Peroxidacion lipidica:

La peroxidacion lipidica es un proceso en el que los radicales libres oxilo, peroxilo e hidroxilo eliminan
electrones de los lipidos para generar productos intermedios con el subsecuente dafio celular, alterando
el ensamblaje, la composicion, la estructura y la dinamica de las membranas lipidicas, el ADN vy las
proteinas. Recientemente, se ha descubierto que la ferroptosis, una nueva forma de muerte celular

programada, esta causada por la peroxidacion de lipidos 38

La peroxidacion lipidica dafia a los fosfolipidos directamente y también puede actuar como sefial de muerte
celular que induce una muerte celular programada. Los fosfolipidos oxidados también pueden desempefiar
un papel importante en muchas enfermedades inflamatorias y con frecuencia median cambios

proinflamatorios 3. 39
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Figura 1. Generacion de EROS y peroxidacion lipidica en la muerte celular. (a) Generacion de EROS; Las

co0so0ee®®

EROS se derivan del radical superoxido, cuya formacién se produce principalmente a través de NADPH
oxidasas, xantina oxidasa y la cadena de transporte de electrones mitocondriales. Los acidos grasos
polinsaturados que contienen fosfolipidos pueden generar radicales alcoxilo (RO) mediante la reaccién
quimica de Fenton. (b) Los productos de la peroxidacion lipidica inducen la apoptosis y la autofagia a
través de diferentes vias. (c) La actividad de GPX4 disminuye y un agotamiento de GSH causa

peroxidacion de lipidos y, en consecuencia, ferroptosis. Modificado por Su et al., 2019.

2.9 Papel del estrés oxidativo en enfermedades psiquiatricas:

A pesar de que los sustratos moleculares del papel del estrés oxidativo en las enfermedades psiquiatricas
no se encuentran del todo establecidos, por medio de estudios en tejidos periféricos y en modelos con
animales se ha encontrado una relacion entre el estrés oxidativo y la fisiopatologia de enfermedades
psiquiatricas como esquizofrenia y trastorno afectivo bipolar. EI GSH tiene un papel importante en la
proteccion del dafio producido en las células por las EROS, generadas entre otras, por el metabolismo de
la dopamina (40) 41). Se estima que un déficit de GSH conduce a un proceso degenerativo alrededor de las
terminales dopaminérgicas (2 El descubrimiento de las anomalias en el metabolismo del GSH en la

esquizofrenia, ofrece un nuevo objetivo para la intervencidn farmacolégica en este grupo de pacientes.
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2.10 Proceso de neuroprogresidn en enfermedades psiquiatricas:

La activacion de vias inmuno-inflamatorias tiene una fuerte relacién con la produccion de estrés oxidativo,
la disminucion en defensas antioxidantes y el incremento en la formacion de especies reactivas al oxigeno
y al nitrdgeno que desencadenan dafio celular y una condicion de neuroprogresion “3)- Se entiende por
neuroprogresion al acumulo de alteraciones en el cerebro durante toda la enfermedad psiquiatrica, en el
que contribuyen multiples factores como modificaciones neuroestructurales, procesos inmuno-
inflamatorios, factores inmunogenéticos, incremento del estrés oxidativo y disfuncion a nivel mitocondrial-
(44)45). Estas condiciones producen cambios funcionales que pudieran contribuir a una mayor vulnerabilidad

para recaidas, una respuesta menor al tratamiento y un incremento en el decline funcional y cognitivo (46

2.11 Uso de NAC en el tratamiento de enfermedades psiquiatricas:

La NAC actia como antioxidante, al disminuir el dafio oxidativo producido por las EROS al reducir o
prevenir la deplecion de GSH (0 45). Se ha demostrado que tiene un papel importante en distintos
trastornos psiquiatricos, al intervenir en la modulacion de procesos como la neuro-inflamacion, el estrés
oxidativo y la regulacion de los sistemas de neurotransmision de glutamato y dopamina. Por lo que en los
ultimos afios se ha incrementado el interés por utilizar este farmaco como una opcion terapéutica en este

grupo de pacientes (43) (46).

Debido lo anterior, a su buen perfil de seguridad y la mejor comprensién de su mecanismo de accion, se
ha considerado a la NAC como un agente adyuvante para potencializar la eficacia de antipsicéticos atipicos
como la olanzapina, mejorando los procesos de oxidacién y muerte celular propios de la enfermedad y
representando una opcion de tratamiento para los pacientes con esquizofrenia o psicosis asociadas,

inclusive aquellos resistentes al tratamiento

3. Pregunta de investigacion

¢ La administracion de la combinacion de olanzapina con N acetil cisteina en un modelo de esquizofrenia

inducido por MK-801 en raton puede disminuir el estrés oxidativo a nivel de la corteza prefrontal?

4. Hipotesis
La administracion de la combinacién de olanzapina con N acetil cisteina en un modelo de esquizofrenia
inducido por MK-801 en ratén disminuye el estrés oxidativo en la corteza prefrontal al ser comparado con

el grupo control sin tratamiento.

14



5.0. Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante de la olanzapina en combinacién con N acetil cisteina en un modelo de

esquizofrenia inducido por MK-801 en ratén.
5.1 Objetivos especificos:

Evaluar el afecto en los niveles de glucosa sérica en un modelo de esquizofrenia inducido por MK-801 en

raton tratados con la olanzapina en combinacién con N acetil cisteina.

Evaluar los niveles de peroxidacion lipidica en un modelo de esquizofrenia inducido por MK-801 en ratén

tratados con la olanzapina en combinacién con N acetil cisteina.

6.0. Materiales y métodos

6.1. Animales:

Los experimentos fueron realizados en 30 ratones albinos de la cepa CD1 machos adultos de 25 a 30 g
(donados por la Universidad Auténoma Metropolitana) que se mantuvieron en condiciones estandares de
laboratorio con ciclos de luz-oscuridad 12:12 y a una temperatura de 22°C, con acceso libre acceso a agua
y alimentos. Todos los procedimientos para el manejo de animales fueron realizados de acuerdo con las
Guias regulatorias para el cuidado y uso de animales de laboratorio conforme la NOM-062-Z00-1999 y
fueron revisados y observados por el Comité Institucional para el Cuidado de los Animales de Laboratorio
del Instituto (CICUAL- INNN) (Protocolo No. 38/20).

6.2 Tratamiento farmacologico:

La olanzapina fue disuelta para su administracion en solucién salina fisiolégica al 0.9% (SSF 0.9%). Dosis

(4 mg/Kg) cada 12 horas, intraperitoneal (i.p.)

La N-acetil-cisteina fue disuelta para su administracion en solucién salina fisiolégica al 0.9% (SSF 0.9%).
Dosis (80 mg/Kg) cada 24 horas intraperitoneal (i.p.).

El MK801 (dizocilpina) fue disuelto para su administracion en solucién salina fisiologica al 0.9% (SSF

0.9%). Dosis (0.25 mg/Kg) intraperitoneal (i.p.).
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Los 30 ratones fueron divididos en 5 grupos con las siguientes caracteristicas:
Sana: animales intactos

MK801 + Veh: Se le administr6 tratamiento con solucion salina al 0.9% a 0.1 ml (i.p.) cada 12 horas, 14
dias previos a la administracién de MK 801 (dizocilpina) (0.25 mg/kg, i.p.); un antagonista de los receptores

N-Metil-d-Aspartato (NMDA) para inducir el modelo de esquizofrenia 8.

MK801 + OLZ: Se le administr6 tratamiento con Olanzapina 4 mg/Kg (i.p.) cada 12h horas, 14 dias previos
a la administracién de MK 801 (0.25 mg/kg, i.p.) 2*

MK801+ NAC: Se le administré tratamiento con N acetil cisteina 80 mg/kg (i.p.) cada 24 horas, 14 dias
previos a la administraciéon de MK 801 (0.25 mg/kg, i.p.).

MK801 +OLAZ/NAC: Se le administré tratamiento con la combinacion de Olanzapina a 4 mg/Kg (i.p.) cada
12h horas y NAC 80 mg/kg (i.p.) cada 24 horas 14 dias previos a la administracién de MK 801 (0.25 mg/kg,

i.p.) 47

6.3 Analisis estadistico:
Se obtuvieron los valores promedio + error estandar. La estimacion del tamafio de la muestra para este
estudio experimental aleatorizado y controlado se obtuvo por medio de la siguiente férmula:

_r__(:ﬂ - :éjG_:

T

1=

Donde n es el nimero de sujetos para cada grupo de tratamiento, ut — u2 es la diferencia detectable entre
la media de los dos grupos, o es la desviacion estandar comun de cada grupo, y Za. y ZB son los valores
que incluyen alfa en las dos colas y beta en la cola inferior de la distribucion normal estdndar de acuerdo
a lo descrito por Greenberg y cols. en 1998. 52, u ty u2 se estimaron con datos de un ensayo piloto. En
todos los casos, se realizd un analisis exploratorio de los datos para determinar si existe 0 no una
distribucion normal y homogeneidad de varianzas. Una vez determinado esto, se emplearan pruebas

estadisticas paramétricas o no paramétricas de acuerdo con las suposiciones de cada analisis.

En todos los casos, se realizd un analisis exploratorio de los datos para determinar si existe 0 no una
distribucion normal utilizando la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov y homogeneidad de varianzas
con la prueba de Levene. Una vez determinado esto, se emplearon pruebas estadisticas paramétricas
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ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Dunnett para el analisis de los valores de los ensayos

bioquimicos.

6.4 Disefo experimental
Tres horas posteriores a la administracion de MK801 los animales fueron sacrificados y decapitados. Se
extrajo rapidamente el cerebro y se realizo cuidadosamente la diseccion de la corteza prefrontal para su

posterior analisis.

6.5 Determinacion de la concentracion de glutation reducido

Tres horas después de la administracion del MK-801 los animales fueron sacrificados por decapitacion
(previa anestesia con pentobarbital sddico) y se realizo la diseccion de la corteza prefrontal. El estandar
de GSH se preparé en fosfato de sodio 0.1 M y un buffer de EDTA 5 mM (pH 8) y se mantuvo en hielo
hasta su uso. La solucién de o-ftalaldehido (OPA) se prepar6 en metanol absoluto de grado reactivo justo
antes de su uso. Las muestras se homogenizaran en 3.75 ml de buffer EDTA-fosfato (pH 8.0) mas 1 ml de
HPO3 (25%). Los homogeneizados se centrifugaron a 3,000 x g durante 15 min y los sobrenadantes fueron
separados. 500 ul de alicuotas de sobrenadante se agregaron a 4.5 ml de buffer de fosfato mas 100 ul de
o-ftalaldehido. Las muestras se incubaran a temperatura ambiente durante 15 minutos y sus sefiales
fluorescentes se registraran en un espectrofotdmetro de luminiscencia Perkin-Elmer LS50B a 350 nm de

excitacion y 420 nm de emision 48

6.6 Ensayo de lipoperoxidacion:

Se disecciond la corteza prefrontal de los ratones para medir los productos fluorescentes solubles en
lipidos (LFP), un indice de LP, utilizando la técnica descrita por Triggs y Willmore (1984) “9 y modificado
por Santamaria y Rios (1993) 0. Cada fragmento se homogeneiz6é en 3 ml de solucién salina (NaCl al
0,9%). Se afiadieron alicuotas de un mililitro del homogeneizado a 4 ml de una mezcla de cloroformo-
metanol (2: 1, v / v). Después de agitar, la mezcla se enfri6 con hielo durante 30 min para permitir la
separacién de fases y se midio la fluorescencia de la capa de cloroformo en un espectrofotometro de
luminiscencia Perkin-Elmer LS50B a 370 nm (excitacién) y 430 nm (emisién). La sensibilidad del
espectrofotometro se ajust6 a 150 unidades de fluorescencia con una solucién estandar de quinina (0,1 g
/ ml). Los resultados se expresaron como unidades de fluorescencia / g de tejido. La significacion
estadistica de las diferencias en LP entre grupos se determind mediante analisis de varianza seguido de

la prueba de Tukey para comparaciones multiples, utilizando el software SPSS.
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7.0. Resultados

7.1 Participacion del estrés oxidativo y niveles de glucosa sérica
Para analizar la participacion del estrés oxidativo y niveles de glucosa sérica tres horas después de la
administracion del MK-801, se tomaron muestras de sangre mediante tiras reactivas en cada uno de los

grupos.

200.007

:
L]

100.007

Glucosa mg/dL

50.00+

I I T I
Sano Mk-801 +veh  MKBO01 + OLA  MKEOT+ NAC MKB?‘J1,6TCDLN

Figura 3. Grafica en la que se muestran los resultados obtenidos de los niveles de glucosa sérica. Los
valores son el promedio * error estandar de 4 a 5 animales por grupo y estan expresados en miligramos
de glucosa por decilitro. Sano: animales intactos, MK-801+Veh: animales con MK801 y vehiculo,
MK801+0LZ: ratones con MK801 y olanzapina a una dosis de 4 mg/Kg (i.p.) cada 12 h horas durante 14
dias, MK801+NAC: ratones con MK801 mas N acetil cisteina 80 mg/kg (i.p.) cada 24 horas, por 14 dias y
MK801+ OLA/NAC: animales MK801 y con ambos tratamientos a las mismas dosis antes mencionadas.

ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett.
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Se observo una tendencia al aumento en el grupo de ratones que recibi6 tratamiento unicamente con
olanzapina, asi como una tendencia a la baja de glucosa en los ratones que recibieron la combinacion de
OLA/NAC.

7.2 Niveles de peroxidacion lipidica:

Para medir los niveles de peroxidacion lipidica, tres horas después de la administracion del MK-801 se
tomo6 una muestra de corteza prefrontal en cada raton para medir las concentraciones de los productos

finales de la peroxidacion lipidica en el tejido cerebral.
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Figura 4. Grafica en la que se muestran los resultados obtenidos de los niveles de peroxidacion lipidica
evaluados en la corteza pre frontal. Los valores son el promedio + error estandar de 5 a 6 animales por
grupo y estan expresados en unidades internacionales de fluorescencia (U.1.F.) por gramo de tejido fresco.
Sano: animales intactos, MK-801+Veh: animales con MK801 y vehiculo, MK801+QOLZ: ratones con MK801
y olanzapina a una dosis de 4 mg/Kg (i.p.) cada 12 h horas durante 14 dias, MK801+NAC: ratones con
MK801 mas N acetil cisteina 80 mg/kg (i.p.) cada 24 horas, por 14 dias y MK801+ OLA/NAC: animales
MK801 y con ambos tratamientos a las mismas dosis antes mencionadas. ANOVA de una via sequida de
la prueba de Dunnett. * p<0.05
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Se observo que los ratones que recibieron el tratamiento tanto con Olanzapina, con NAC y con la
combinacion OLA-NAC, presentaron una disminucién en los niveles de peroxidacion lipidica con una

diferencia estadisticamente significativa en relacién al grupo control (P<0.05).

7.3 Niveles de Glutation reducido:

Para medir los niveles de glutation reducido, tres horas después de la administracion del MK-801 se tomé
una muestra de corteza prefrontal en cada raton para establecer las concentraciones de glutation reducido

presentes en el tejido cerebral.

1.2 -

f——

Figura 5. Grafica en la que se muestran los resultados obtenidos de los niveles de glutation reducido (GSH)
evaluados en la corteza pre frontal. Los valores son el promedio + error estandar de 5 a 6 animales por
grupo y estan expresados en micro moles por miligramos. Sano: animales intactos, MK-801+Veh: animales
con MK801 y vehiculo, MK801+OLZ: ratones con MK801 y olanzapina a una dosis de 4 mg/Kg (i.p.) cada
12 h horas durante 14 dias, MK801+NAC: ratones con MK801 mas N acetil cisteina 80 mg/kg (i.p.) cada
24 horas, por 14 dias y MK801+ OLA/NAC: animales MK801 y con ambos tratamientos a las mismas dosis
antes mencionadas. ANOVA de una via sequida de la prueba de Dunnett. * p<0.05
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Se observo que el tratamiento tanto con Olanzapina como con NAC y con la combinacion OLA-NAC,
aumentaron el glutation en el tejido cerebral con una diferencia estadisticamente significativa en relacion

al grupo control (P<0.05).

8.0. Discusion

Como se menciond previamente, la hipofuncién en los receptores de glutamato NMDA es una de las teorias
que en los Ultimos afios ha tomado mayor importancia respecto a la posible etiopatogenesis de la
esquizofrenia. En este estudio, se eligid la administracion aguda de MK-801 como un el modelo de
esquizofrenia en ratones, debido a que este farmaco produce un estado de hipofuncién en los receptores

de NMDA en ratones que hipotéticamente es analogo al que ocurre en pacientes con esquizofreniab-

En un estudio realizado en pacientes con esquizofrenia y trastorno afectivo bipolar, se encontr6 una notable
disminucién en los niveles séricos de GSH en comparacién con los controles, ademas se encontré una
asociacion entre la disminucion de estos niveles con la magnitud de los sintomas psicéticos ¢*)- Por otro
lado, se han reportado disminuciones significativas hasta de un 27% (p<0.05) del GSH total en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con esquizofrenia sin tratamiento farmacolégico en comparacién con los
controles. Ademas, por medio de espectroscopia por resonancia magnética se ha detectado que los niveles

de GSH en la corteza prefrontal medial eran hasta 52% (p< 0.0012) méas bajos que los controles (52)-

En pacientes con esquizofrenia, se ha observado que la administracién de NAC oral, incrementa los niveles
de cisteina plasmatica, reponiendo los niveles de GSH y previniendo de esta manera el agotamiento de
GSH cerebral. En un ensayo en donde se administraron 2 gr. de NAC al dia en pacientes que recibian
tratamiento con distintos antipsicoticos; principalmente clozapina y olanzapina, se observd una mejoria
significativa (p=0.007) en la gravedad clinica, de acuerdo a la escala de impresion clinica global (CGl)
desde el inicio del tratamiento adyuvante con NAC en comparacién con los controles, asi como una mejoria
significativa en las escalas de sintomas positivos y negativos (PANSS) en el componente total, general y
negativo, mas no en la sintomatologia positiva. El tratamiento con NAC también se asoci6 con una mejoria
en la acatisia (p = .022) 3. Estos resultados han sido replicados en otros ensayos controlados,
aleatorizados y con placebo que han comprobado la efectividad de la NAC en combinacion con otros
antipsicoticos atipicos como clozapina y risperidona 4 (5%), Por otro lado, se reporté que en un ensayo

clinico aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, de pacientes con esquizofrenia crénica en
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tratamiento con antipsicéticos convencionales que recibieron 1200mg de NAC como tratamiento
adyuvante, los pacientes tratados con NAC mostraron mejoria significativa en la escala PANSS tanto para
sintomas positivos como negativos y mejoria en el rendimiento cognitivo al presentar mejoria en areas
como atencién, memoria de trabajo y de corto plazo, funcionamiento ejecutivo y velocidad de

procesamiento (°6)-

En nuestro estudio, la administracién de MK801 en los ratones que no recibieron tratamiento con
antipsicotico, antioxidante, o la combinaciéon de ambos, presentaron una disminucion estadisticamente
significativa del glutation reducido, asi como un incremento de la peroxidacion lipidica a nivel de la corteza
prefrontal lo que refleja estrés oxidativo y por consiguiente dafio celular a este nivel. Por lo tanto, el
tratamiento con Olanzapina y con NAC administrados solos 0 en combinacion reducen los niveles de
peroxidacion lipidica e incrementan los niveles de GSH, regulando posiblemente el dafio oxidativo propio
de esta enfermedad. Lo anterior nos orienta a que la NAC podria ser un tratamiento adyuvante

principalmente en pacientes con un curso crénico de esta enfermedad.

Los resultados de este protocolo de investigacion apoyan la teoria existente relacionada al papel del estrés
oxidativo y por consiguiente de la apoptosis neuronal en enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia.
Nuestros resultados podrian reforzar la posible modificacion de los esquemas actuales de tratamiento para
este grupo de pacientes, brindando una oportunidad de mejoria para el importante porcentaje de pacientes

que no presentan respuesta a los esquemas de tratamiento farmacoldgico convencionales.

9. Conclusiones

1. La administracién del tratamiento con la combinacion de OLA y NAC, podria representar una
opcion terapéutica para pacientes con psicosis cronica o inclusive para pacientes
considerados como resistentes al tratamiento.

2. Se podrian reducir los efectos secundarios metabdlicos que limitan el uso de olanzapina como
el incremento de la glucosa sérica.

3. Podria representar un tratamiento para la mejoria de los sintomas cognitivos para los cuales

actualmente no existe un tratamiento.
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4. Sin embargo, se requieren mas estudio que demuestren el beneficio del tratamiento
combinado de OLZ y NAC y asi poder considerarse como tratamiento en pacientes con

esquizofrenia.
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