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1. RESUMEN

La esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica compleja de etiologia idiopatica que
representa un grave problema de salud publica al tener una incidencia del 1% a nivel
mundial de los cuales un tercio de los pacientes se suicidan, ademas es de dificil
diagnostico y tratamientos ineficientes. Actualmente se conoce que alteraciones en
areas corticales y limbicas en periodos cruciales del neurodesarrollo desembocan en la
sintomatologia propia de la enfermedad. Bajo esta premisa, se han desarrollado
modelos animales que mimetizan estas alteraciones y reproducen aspectos
morfologicos de la enfermedad, como es el modelo de lesion neonatal del hipocampo
ventral en rata, técnica capaz de interrumpir las conexiones en diferentes areas
cerebrales dando como resultado un modelo efectivo para el estudio de Ia
esquizofrenia. La olanzapina y risperidona son antipsicoticos atipicos que actuan como
bloqueadores de la transmisidon dopaminérgica y serotoninérgica y con baja
probabilidad de producir sintomas extrapiramidales. EI mecanismo de accién de ambos
farmacos presenta cierta incertidumbre actualmente, sin embargo, han demostrado
eficacia farmacologica para disminuir algunos sintomas de la esquizofrenia.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion de éstos
antipsicoticos sobre la caracterizacion de espinas dendriticas de neuronas piramidales
de la corteza prefrontal y la amigdala basolateral en el modelo de lesion neonatal del
hipocampo ventral en rata. Para demostrar los anterior, se utilizaron ratas macho de la
cepa Sprague-Dawley de 7 dias posnatales a los cuales se les realizd la lesidon
excitotdxica, que consiste en una cirugia esterotaxica con aplicacion de acido iboténico.
A los 90 dias posnatales, se subdividieron en grupos administrados con olanzapina por
21 dias, risperidona por 21 dias y los respectivos grupos control. Terminado el
tratamineto se evalud la densidad vy tipificacion de espinas dendriticas de neuronas
piramidales de la corteza prefrontal capa V y la amigdala basolateral con la tincion de
Golgi-Cox. Los resultados demuestran la disminucion de espinas dendriticas y cambios
en la tipificacion de éstas por la lesidon realizada, sin embargo, se presentan mejorias

en estos dos aspectos en los grupos tratados con los antipsicéticos.



2. INTRODUCCION

El término “esquizofrenia” (SZ) fue acunado por Eugen Bleuler en 1911 para referirse a
una “ruptura de la realidad”, producida por la desorganizacion de las diversas funciones
de la mente, de modo que pensamientos y sentimientos por lo general, ya no van al
unisono (Carlson, 2005). Esta patologia es un sindrome clinico que se caracteriza por
sintomas psicoticos crénicos e incapacidad psicosocial que conllevan a considerables
gastos humanos y econdémicos. La sintomatologia de la enfermedad se ha clasificado
en tres tipos: los sintomas positivos que incluyen alucinaciones, alteraciones en la
percepcion, anormalidades en el pensamiento inferencial e ideas delirantes. Los
sintomas negativos son abulia (falta de iniciativa), alogia (ausencia o disminucion del
lenguaje) y aislamiento social. Por ultimo, los sintomas cognitivos se describen como
una limitacidn en los procesos mnemonicos en pacientes con SZ deficiencias en la

atencion y la memoria. (Wong, 2003).

El estudio de la SZ se ha apoyado en modelos animales que caracterizan aspectos
conductuales, morfolégicos, bioquimicos o genéticos que permitan comprender mejor
su fisiopatologia (Tendilla-Beltran, 2019; Tseng y cols., 2009; Vazquez-Roque, 2012),
ademas de una mejor comprension del tratamiento farmacologico que, actualmente
cuenta con deficiencias, por lo que el estudio de este factor es fundamental para el
desarrollo de nuevas terapias farmacologicas.

Un modelo animal disponible en la actualidad asociado a la SZ ampliamente
caracterizado es el modelo de lesion neonatal del hipocampo ventral (LNHV).
Concebido por Lipska, Weinberger y colegas en los 90’s, la LNHV permite reproducir
ciertas caracteristicas de la SZ sin la necesidad de métodos farmacolégicos. Varios
estudios sugirieron que los factores estresantes ambientales como las complicaciones
obstétricas, las enfermedades infecciosas que afectan a las madres embarazadas del
segundo al tercer trimestre de la vida fetal o la desnutricién, conllevaban un mayor

riesgo de SZ en la descendencia (Tseng y cols, 2009).



Asi mismo, las ratas con LNHV desencadenan una serie de cambios conductuales,
moleculares y fisioldgicos que se extrapolan a una variedad de aspectos de la SZ, los
cuales suelen debutan en un momento particular en el desarrollo, especificamente

alrededor de la adolescencia o la adultez temprana (Tseng y cols, 2008).

3. ANTECEDENTES

3.1.ANTECEDENTES GENERALES

3.1.1 Definicion.

La SZ es una coleccibn de signos y sintomas de etiologia idiopatica,
predominantemente definida por episodios psicoticos. Comunmente, esta patologia se
presenta con delirios paranoicos y alucinaciones auditivas en la adolescencia o adultez

temprana (Insel,2010).

Se sabe también que la SZ es una condicidn psiquiatrica compleja y de etiologia
idiopatica que afecta a aproximadamente 1% de la poblacion mundial y es uno de los
problemas de salud mental mas importantes en el mundo. De acuerdo con la
Asociacion Psiquiatrica Mexicana en 2014, en nuestro pais existen aproximadamente
un millén 100 mil pacientes con SZ (Asociacién Psiquiatrica Mexicana 2014). Este
grave trastorno se caracteriza por alteraciones de las funciones mentales y anomalias
cerebrales, ademas que, se cree que surge de una combinacion de factores genéticos,
de desarrollo y ambientales (Tseng y cols, 2008).

El componente genético es altamente heredable, mayor al 80%, pero también se han
descrito factores ambientales como la hipoxia fetal, traumas durante la infancia y el
consumo de drogas, que interaccionan con genes susceptibles para aumentar el riesgo
de desarrollar SZ. Esta patologia no es considerada mortal per se, sin embargo,
aproximadamente el 10% de los pacientes que la padecen llegan a cometer suicidio
(Andreasen, 2000; Wong y cols, 2003).



A pesar de los grandes esfuerzos de investigacion que se realizan en el mundo
actualmente sobre este trastorno, todavia no se tienen respuestas sobres cuestiones

importantes como es la etiologia y los tratamientos efectivos. (Miyamoto y cols, 2003).

3.1.2 Cuadro clinico: signos y sintomas.

El cuadro sintomatico de la SZ se divide en tres categorias, caracterizandose en:
sintomas positivos, negativos y cognitivos. Los sintomas positivos incluyen trastornos
del pensamiento, alucinaciones, alteraciones en la percepcion, y delirios. El trastorno
del pensamiento denota en pacientes esquizofrénicos dificultades para ordenar sus
pensamientos con logica; las alucinaciones son percepciones de estimulos que en
realidad no estan presentes: los delirios son creencias claramente contrarias a los

hechos (grandeza o control) (Carlson, 2005).

Los sintomas negativos se caracterizan por presentar aislamiento social, alogia
(ausencia o disminucion del lenguaje) , desorganizacién en el lenguaje, falta de
iniciativa y perseverancia, anhenodia (incapacidad de experimental placer), entre otros.
Estos sintomas no son unicos de la SZ, observandose en trastornos neurolégicos que
implican dafio cerebral, especialmente de los |6bulos frontales (Tseng y cols., 2009 ;
Vazquez-Roque, 2012).

En cuanto a los sintomas cognitivos se describe una limitacion en los procesos
mnemonicos en pacientes con SZ (Brusco y cols, 2010), asi como también dificultades
de concentracién y memoria, tales como falta de atencién, lentitud de pensamiento y

falta de percepcion (comprension y aceptacion) del entorno.

3.1.3 Etiologia.

No existe un factor etioldgico unico en la SZ, sino que su aparicion depende de factores
que afectan el genotipo y el fenotipo (Lozano, 2002). Se han desarrollado algunas



ideas sobre la etiologia de la SZ, sin embargo, la comprension sobre el origen de esta
enfermedad sigue siendo dificil.

Una de las aportaciones mas importantes relacionadas con la etiologia de la SZ, ha
sido la hipdtesis dopaminérgica, la cual, en sus inicios, postulo el incremento de la
actividad dopaminérgica cerebral de la via mesolimbica. Se ha implicado a la corteza
prefrontal y algunas estructuras limbicas en la fisiopatologia de la SZ, ya que se piensa
que estas estructuras contribuyen particularmente con el empeoramiento de los
sintomas negativos y cognitivos y en menor medida, con la presencia de los sintomas
positivos (Salud mental, 2014). Sin embargo, la teoria del neurodesarrollo ha tenido

mas validez en estos ultimos afos.
De acuerdo a Andreasen en el 2000, describe 4 hipoétesis sobre el origen de la SZ:

1.- Las etiologias son multiple: debido a que la prevalencia esta distribuida
uniformemente en espacio y tiempo, la etiologia de la SZ no esta vinculada a un lugar
ni a un momento particular de la historia. En la mayoria de los casos, probablemente el
origen ocurra tras multiples factores con una acumulacion de influencias genéticas y no
genéticas, que van desde los genes codificados por el ADN hasta la exposicion a
toxinas o medicamentos, radiacion, drogas, patdogenos, lesiones cerebrales durante el
nacimiento o después de éste, malnutricion o experiencias psicoldgicas que produzcan

efectos somaticos como la exposicion al estrés.

2.- La fisiopatologia es una anormalidad en la regulacion y expresion del
neurodesarrollo: la SZ difiere de las demencias clasicas en que no hay un marcador
neuropatologico visible como cuerpos de Lewy y tampoco se presenta gliosis, que se
ve como un marcador de muerte neuronal en enfermedades neurodegenerativas. Esto
sugiere que la fisiopatologia y la etiologia deben estar relacionadas con un proceso de
maduracion o desarrollo cerebral (por ejemplo, formacion de neuritas, sinaptogénesis,
poda neuronal, apoptosis). Esto establece el periodo de tiempo para la etiologia de la
SZ como un tiempo entre el comienzo de la formacién de neuronas y la migracion.
Aunque este es un periodo de tiempo largo, enfoca a sugerir la importancia de

examinar los procesos moleculares que regulan y dan forma al desarrollo del cerebro y



los factores externos que pueden influir en éstos. La edad de inicio mas tipica es a
fines de la adolescencia y principios de la segunda década de vida, un momento en
que la maduracion del cerebro esta a término, sugiriendo que un componente de la
etiologia debe involucrar un proceso de desarrollo neurologico relacionado con estas
etapas finales de la “escultura del cerebro”, como la poda neural o cambios
dependientes de la actividad (experiencias psicologicas que afectan la plasticidad)

3.- La patologia es de “conectividad neuronal”: la busqueda de un “marcador’ no ha
tenido éxito. Posiblemente se ha buscado en el lugar equivocado. Las anormalidades
cerebrales que se han identificado en la SZ, han implicado multiples regiones en todo el
cerebro: corteza frontal, corteza temporal, talamo, complejo del hipocampo, ganglios
basales e incluso el cerebelo. Esto sugiere que la patologia de la enfermedad
probablemente no sea "localizable" en una sola region. Junto con la ausencia de un
marcador neural patolégico como placas y enredos, la investigacion hasta la fecha
sugiere que la patologia puede involucrar circuitos neuronales distribuidos y sistemas
neurotransmisores. Es decir, la SZ es "una enfermedad de conectividad neuronal®. Por
lo que la busqueda debe centrarse en los mecanismos que influyen, configuran vy
remodelan la conectividad neural a nivel de dendritas, espinas dendriticas, sinapsis,

neurotransmisores y transductores de sefales.

4.- El fenotipo es un metaproceso mental: cuando se interrumpe la conectividad y la
comunicacion dentro de los circuitos neuronales, los pacientes muestran diversas
deficiencias en la cognicidn y diversos sintomas y signos de ésta enfermedad. Por lo
que la SZ es una mala regulacion del procesamiento de la informacioén en el cerebro.
Se han propuesto varios modelos diferentes para definir o describir este metaproceso
mental que busquen identificar un solo proceso fundamental que defina la enfermedad.
Esta estrategia puede ofrecer un método mas poderoso para identificar los

mecanismos neuronales y moleculares de la enfermedad.

in



3.1.4 Fisiopatologia de la esquizofrenia.

Existen ciertas teorias para la SZ que involucran sistemas aberrantes de
neurotransmision, en particular, sistemas dopaminérgicos, serotoninérgicos Yy

glutamatérgicos (Wong, 2003; Miyamoto y cols., 2003).

Dopamina:

La dopamina (DA) es uno de los neurotransmisores responsables de la génesis de la
enfermedad, probablemente a la cual se propicia al modificar la funcién de otros
sistemas de neurotransmisiéon. Cabe mencionar que un mismo sistema de
neurotransmision se puede regular en forma diferente en cada regién del SNC; por
ejemplo, en la SZ se ha propuesto un estado hipodopaminérgico en la corteza y un
estado hiperdopaminérgico en las regiones subcorticales (Graff-Guerrero y cols., 2001).

La DA es un neuromodulador catecolaminérgico que participa en una gran variedad de
funciones como la conducta motora, cognicion, emocion, entre otras. (Missale y cols.,
1998). Se especula que en la SZ hay una desregulacion en la neurotransmision
dopaminérgica de la via mesolimbica que generan un aumento del tono dopaminérgico
sobre la interfase limbico-motora, dando asi la sintomatologia positiva. Esta hipotesis
de la DA ha recibido soporte por analisis post-mortem donde se ha encontrado un
incremento en los niveles de D2 en cerebros de pacientes esquizofrénicos. Sin
embargo, algunos relacionan este aumento de niveles al tratamiento farmacolégico

mas que una anomalia intrinseca de la SZ (Miyamoto y cols., 2003; Wong, 2003).

Existe evidencia de que en la SZ hay una anormalidad en el sistema pre-sinaptico de la
DA que implica disfuncién en el almacenamiento, transporte vesicular, liberacion,
recaptura y mecanismos metabdlicos en los sistemas dopaminérgicos mesolimbicos
(Miyamoto y cols., 2003; Carlson, 2005). Asi también, se ha descrito una dismunucién
en la actividad de las proyecciones dopaminérgicas mesocorticales a la corteza
prefrontal (CPF), que resulta en una hipoestimulacién de receptores D1 y se hipotetiza
que este fendmeno es el responsable de los sintomas negativos y cognitivos (Tendilla,
2017).
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Figura 1.- Vias depaminérgicas en el sistema nervioso central. Las neuronas de las rutas
dopaminérgicas tienen axones que corren todo el trayecto de la via. El soma produce dopamina, la cual
es transmitida a través de los axones que se proyectan hasta los distintos destinos sinapticos (Imagen

tomada de “Neurociencias” Purves y cols, 2009).

Estas vias pueden explicar los efectos terapéuticos y secundarios de los neurolépticos.
Estas vias son cuatro: Nigroestrial (va desde la sustancia negra a los ganglios basales,
controla los movimientos). Mesolimbica (va desde el area segmentaria ventral del
mesenceéfalo al nucleo accubens, esta implicada en los delirios, alucinaciones y en la
euforia de las drogas de abuso). Mesocortical (va desde el area tegmental a la corteza
limbica, desempefia un papel en los sintomas cognitivas y negativos de la SZ). Via
dopaminérgica infundibular (va desde el hipotalamo a la glandula pituitaria anterior,
controla la secrecion de prolactina).

Serotonina:

La serotonina (5-HT) es un neurotrasmisor implicado en las emociones, la conducta
motora y el estado de alerta mental, sueno y vigilia. El deterioro de sus receptores se
ha relacionado con diferentes trastornos psiquiatricos como la depresion y la ansiedad,

por lo cual, los receptores de serotonina ocupan un lugar prominente en la
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neurofarmacologia, gran cantidad de agentes antipsicoticos que son utiles en el
tratamiento de diferentes trastornos actuan sobre las vias serotoninérgicas (Stahl,
2013)

El sistema de neurotransmision de la serotonina se ha estudiado en la SZ por un
incremento de la densidad cortical del receptor 5-HT2A y una disminucién densidad del
receptor 5-HT1A. En general, la evidencia de anormalidades en el sistema primario de
serotonina en la SZ no es tan fuerte como en el caso del sistema DA (Wong, 2003). Sin
embargo, se ha observado que los antagonistas a receptores de 5-HT2A generan un
aumento en la DA de la CPF teniendo efecto sobre los sintomas cognitivos y negativos
de la SZ (Tendilla , 2017).

(B) Serotonin
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Figura 2. Vias serotoninérgicas en el sistema nervioso central. La mayor parte de la inervacion
serotoninérgica de la corteza y el sistema limbico se origina en el nucleo del Rafé dorsal y medio

(Imagen tomada de “Neurociencias” Purves y cols, 2009).

Las neuronas serotoninérgicas estan situadas en los nucleos del rafe y sus vias se
proyectan a la CPF (regulan el estado de animo). Los ganglios basales. (intervienen en
los movimientos y en las obsesiones-compulsiones). Sistema limbico (estan implicadas

en la ansiedad). Hipotadlamo (influye en la conducta alimentaria). Centros del suefio del

12



tronco cerebral (regulan el suefio). Medula espinal (controla determinados reflejos de
importancia en la respuesta sexual). Zona quimioreceptora del tronco cerebral
(interviene en el vomito). Receptores periféricos del intestino (interviene en la motilidad

intestinal) (Goodman y Gilman, 2011).

3.1.5 Factores causales.

La SZ es una enfermedad heredable, pero esto no es absoluto. Probablemente lo que
se hereda es una irregularidad que hace a la persona vulnerable ante ciertos factores
ambientales que perjudican el desarrollo cererbafi o que provocan dafio cerebral en
una etapa posterior a la vida. Esta patologia se debe a una interraccion entre factores
genéticos y ambientales. Sin embargo, la ausencia de un “gen de la esquizofrenia” no
garantiza que una persona no llegue a presentar SZ. Los datos epidemiologicos indican
que la incidencia de la SZ se relaciona con varios factores ambientales: estacion del
ano, epidemias viricas, densidad de poblacién, latitud, malnutricion prenatal,
incompatibilidad de RH y estrés de la madre (Carlson, 2005).

3.1.6 Teoria del neurodesarrollo y areas implicadas.

Actualmente la etiologia de la enfermedad sigue siendo idiopatica, no existe una teoria
que explique completamente el origen fisiopatolégico, sin embargo, de las teorias
existentes, la del neurodesarrollo es una de las mas completas. Un punto de partida
para trazar un mapa de la fisiopatologia de la SZ puede comenzar con el
reconocimiento de que se trata de un trastorno del neurodesarrollo (Insel 2010), en cual
el proceso patologico ocurriria durante el desarrollo cerebral mucho antes que las

manifestaciones clinicas (Saiz y cols, 2010).

La teoria del neurodesarrollo postula que la SZ es el resultado de una alteracion
producida durante el periodo del desarrollo neuronal, o cuyo origen seria genético,
ambiental o por una combinacién de ambos, que finalmente establecen la enfermedad

con la aparicidon del primer episodio psicotico al final de la adolescencia o comienzo de

11



la edad adulta (Lewis y Levitt, 2002). Los eventos del desarrollo incluyen:
diferenciacion y migracion de precursores neuronales, proliferacion de dendritas vy
axones, muerte celular programada o apoptosis y poda sinaptica y mielinizacién (Ashe
y cols., 2001). Este modelo afirma que una predisposicién genética aunada a agentes
ambientales tempranos (infecciones virales y procesos inmunoldgicos entre otros)
produciria alteraciones cerebrales (Saiz y cols, 2010). Si estos procesos ocurren en
etapas tempranas del desarrollo, antes de que las conexiones sinapticas se completen,
provocan conexiones aberrantes en la corteza cerebral que da lugar a sintomas de SZ
(Stephan y cols, 2006).

Estudios de neuroimagen estructural de circuitos han demostrado que el procesamiento
de informacion es anomalo en areas clave del cerebro vinculadas a la sintomatologia
de ésta patologia. De esta forma, puede demostrarse la vinculacidn de los sintomas
cognitivos a la corteza prefrontal (CPF) y la relacién entre los sintomas de
desregulacion emocional con la amigdala, ademas de otras alteraciones estructurales
como el aumento en el tamafo de los ventriculos, reducciones de volumen del

complejo hipocampo-amigdala y giro temporal superior, entre otros (Saiz y cols, 2010).

Figura 3. Imagenes de resonancia magnética de gemelos discordantes para la esquizofrenia. Las

flechas sefialan los ventriculos laterales, (a) gemelo normal, (b) gemelo con SZ.
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3.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

3.2.1 Terapia farmacologica en la esquizofrenia.

Los antipsicéticos han revolucionado la practica médica y psiquiatrica, aportando
beneficios mayores, por lo que son utilizados en gran medida a nivel mundial, no solo
en tratamiento para la SZ, sino también para otros trastornos como delirio post-
operatorio, intoxicacion por anfetaminas, manias o depresion psicética (Goodman,
2011). Los antipsicoticos tipicos (AT) o de primera generacion, usualmente producen
sintomas extrapiramidales (parkinsonismo, discinesia tardia, entre otros), los cuales
son consecuencia de la proporcion del bloqueo del receptor de dopamina D, en el
sistema dopaminérgico nigrostriatal (Kusumi y cols., 2014); los antipsicéticos atipicos
(AA) o antipsicéticos de segunda generacién se han utilizado principalmente para el
tratamiento de la SZ, basados en el principio farmacolégico del antagonismo de
5HT,4/D2, han disminuido la probabilidad de causar sintomas extrapiramidales y no
solamente son capaces de controlar los sintomas positivos, sino también de disminuir

los sintomas negativos y anormalidades cognitivas (Vardanyan y cols, 2016).

Los datos farmacologicos sugieren que los sintomas de la SZ se deben a un trastorno
bioquimico (Carlson, 2005), sin embargo, la introduccién de la clozapina (descrito como
el prototipo de AA (Vardanyan y cols, 2016) estimulé de manera profunda la busqueda
de agentes nuevos e inocuos con actividad antipsicética y un riesgo atipicamente bajo
de mostrar efectos extrapiramidales adversos en sistema nervioso. La busqueda
culmind en la obtencion de una serie de AA que poseian semejanzas farmacologicas
con la clozapina: olanzapina estructuralmente semejante y risperidona como

antidopaminérgico y antiserotonininérgico mixto (Goodman, 2011).
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3.2.2 Olanzapina.

El desarrollo de la olanzapina (OLZ) comenzé con la

E S_ _CHs alteracion de la molécula de la clozapina para reducir
©[ }j los efectos adversos, cambiar metabolitos y aumentar
NN la potencia farmacoldgica. El resultado fue un derivado
Q\ de la tienobenzodiacepina, que se une con alta

Figura 4. Estructura quirica de l afinidad a los receptores de dopamina D4, D, y Dy,

olanzapina (Aravagiri y cols, 2000).

receptores serotoninérgicos 5HT2a, SHTac, y 5SHTs3,
receptores a-adrenérgicos, receptores histaminicos y muscarinicos (Nihart y cols,
1997).

Farmacocinética de la olanzapina

Dentro de los parametros farmacocinéticos, la OLZ tiene excelente biodisponibilidad
oral, independiente de la presencia de alimentos; la unidon a proteinas plasmaticas es
de 93% (albumina 90%) y atraviesa la membrana placentaria (~83% en forma
inalterada).Su vida media en individuos sanos es de 33 horas, de 21 a 54 horas. La
concentracion plasmatica es funcion de la dosis administrada; se metaboliza en higado
a metabolitos inactivos, sobretodo a 10-N-glucuronico, reaccion catalizada por la
enzima uridin-difosfato-glucuronil-transferasa; los metabolitos se excretan en orina
(~57%) y en heces (~30%) (Lopez, 2015).

Farmacodinamia de la olanzapina

La OLZ actua en las vias neuronales mesolimbicas y nigroestriadas, es
aproximadamente dos veces mas potente frente a los receptores serotoninérgicos
(5TH2) que frente a los dopaminérgicos (D;), actuando como antagonista de ambos y
dandole un perfil bajo de efectos adversos de tipo extrapiramidal, esto debido a que
puede aumentar la neurotransmision dopaminérgica en la via nigroestriada. Esta
diferencia en la actividad explica porque la OLZ es efectiva frente a los sintomas
negativos de la SZ (Nihart y cols1997). Ademas da lugar a un minimo incremento de
prolactinemia, no se ha reportado agranulolocitosis ni afecciones cardiovasculares. Sin
embargo, los efectos adversos mas comunes con OLZ son: ganancia de peso,
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somnolencia, vértigo y efectos anticolinérgicos (estrefiimineto y xerostomia) (Lopez,
2015).

En general, la OLZ tiene muy alta afinidad por los receptores dopaminérgicos D1, D2 y
D4, receptores serotoninérgicos 5-HT1A y 5-HT7, histaminicos H2, adrenérgicos a1 y
muscarinicos M1 (Aravagiri y cols, 2000).

olanzapine

H1 5HT2A

et D3 M2 M3 DI ™>2C

5HT6 5HT2B D4 M4 5HT2C M1
02 28 S5HT7¢2A 5HT1B 5HT3 5HT1D
o i il i i E IMEED B

Figura 5. Perfil farmacolégico y de unién de la olanzapina. Representacion esquematica de las
afinidades mas relevantes (Stahl, 2013).
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3.2.3 Risperidona.

La risperidona (RISP) es un AA derivado del

benzisoxazol sintetizado por Janssen

'Tf'o Pharmaceutica Inc. En 1983 (aprobado por la

O O/\@\F FDA en 1993) (Janssen y cols, 1998) con la
/\N)IVN capacidad de mimetizar los efectos de la
SN

Figura 6. Estructura quimica de la risperidona Clozapina, sin causar efectos sencundarios.
(Vardanyany cols, 2016)

Es extensamente usado para el tratamiento
de la SZ y tiene poca probabilidad de
producir efects extrapiramidales como sindrome parkinsoniano, acatisia (sensacion de
temblor e incapacidad de permanecer sentado), acinesia (falta o perdida del
movimiento), entre otros (Tendilla-Beltran y cols, 2019).

Farmacocinética de la risperidona.

Su biodisponibilidad es del 75%, alcanzando la concentracién sérica maxima al cabo de
1 h. Es metabolizado en 30-70% en el higado, dando lugar a un metabolito (9-hidroxi-
risperidona) de igual potencia que la RISP, pero con mayor vida media que la RISP (20
horas para 9-OH-risperidona vs 3 horas para RISP) (Dammerman y cols, 2017). Es
eliminado mayoritariamente con la orina, en un 40% en forma de fraccion activa (RISP

mas metabolito activo). Su semivida de eliminacién es de 3 h (Tendilla, 2017).
Farmacodinamia de la risperidona.

La RISP es un antagonista selectivo monoaminérgico con una elevada afinidad frente a
los receptores serotoninérgicos 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C, y dopaminérgicos D1, D2 y
D4, aunque también de receptores adrenérgicos a1A y a2A, de acetilcolina M1 y de
histamina H1 (Janssen y cols, 1988). En la SZ estdn implicadas las vias
serotoninérgicas y se considera que los efectos terapéuticos de la RISP se deben a la
combinacion de sus efectos antagonistas de la dopamina y la serotonina.
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Este farmaco antagoniza los receptores D2 sélo en el sistema limbico. Y al bloquear los
receptores serotoninérgicos 5-HT2A, la RISP muestra otras propiedades
farmacolégicas, como es la mejoria ante los sintomas negativos, sin desarrollar
sintomas extrapiramidales comparado con otros antipsicéticos de segunda generacion
(Stahl, 2013).

risperidone

5HTS D1 SHT1A

Figura 7. Perfil farmacolégico y de unién de la risperidona. Representacion esquematica de las

afinidades mas relevantes (Stahl, 2013).
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3.2.4 Modelo de Lesion Neonatal del Hipocampo Ventral.

Los modelos animales son criticos para el avance en el conocimiento en cuanto a la
neurobiologia de los estados neuropsiquiatricos y para evaluar la eficacia del potencial
de agentes terapéuticos (Brady 2016). A finales del siglo XX, los modelos animales de
SZ eran predominantemente construcciones farmacoldgicas centradas en los
fendbmenos vinculados a los sistemas de neurotransmisores de dopamina y glutamato,
logrados por perturbaciones directas en estos sistemas (Howes y cols, 2009). Una
limitacion heuristica importante de estos enfoques fue que dejaron de lado una serie de
caracteristicas clave atribuidas a la SZ, como su patogénesis del desarrollo, sus déficits
cognitivos, y el impacto en otros sistemas de neurotransmisores, y su neuroanatomia,
mas alla de los directamente manipulados. Por lo tanto, se necesitaron nuevos modelos
heuristicos que abarcan una gama mas amplia de -caracteristicas clinicas y
neurobiolégicas de la SZ para definir algunos mecanismos fisiopatologicos o las

principales vias de neurotransmisores implicados en la enfermedad.

El modelo de lesion neonatal del hipocampo ventral (LNHV) (Lipska y cols, 1993), se
inspird en un intento de captar aspectos prominentes de la SZ sin abordar los modelos
farmacoldgicos. Varios estudios sugirieron que los estresores ambientales tales como
las complicaciones obstétricas, las enfermedades infecciosas que afectan a las madres
embarazadas en el segundo al tercer trimestre de la vida fetal o la malnutricién,
conllevaban un mayor riesgo de SZ en la descendencia. Juntando estos elementos, se
cumplen muchos de los requisitos para un modelo de SZ util (Brady 2016).
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NVHL Model Positive-like symptoms

. - locomotor hyperactivity to amphetamine
Behavioral Syndrome - hyperresponsivity to stress

- enhanced sensitivity to NMDA antagonists
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Figura 8. Linea de tiempo de la aparicion de cambios de comportamiento después de la LNHV en la
rata y una comparacion con la aparicion de sintomas en la SZ en humanos (Tomado de: Tseng y cols,
2009).

Se utilizaron de ratas de siete dias posnatales (PD) (Montero y cols, 2002), debido a
que este es un punto de tiempo comparable a las fases vulnerables del desarrollo del
hipocampo fetal durante el segundo al tercer trimestre de los seres humanos. El
hipocampo ventral en la rata corresponde al hipocampo anterior en humanos, una

region que ha sido constantemente implicada en la SZ humana (Tensg y cols, 2009).

Como modelo heuristico del neurodesarrollo, la LNHV desencadena una serie de
cambios conductuales, moleculares y fisioldgicos que recuerdan una variedad de
aspectos de la SZ que surgen en un momento particular de desarrollo, es decir,
alrededor de la edad adulta / adolescencia (Haller y cols, 2014).
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Algunos estudios indican que en las ratas con LNHV, no sélo manifiestan multiples
caracteristicas clinicas del sindrome, sino que también se afectan el desarrollo y la
funcion de multiples sistemas cerebrales, incluyendo los I6bulos temporal, frontal
medial, el estriado ventral y al sistema mesocorticolimbico. Antecedentes genéticos,
factores ambientales y las intervenciones farmacoldgicas pueden modular todos los
aspectos de comportamiento y neurobiologicos del sindrome de LNHV, lo que
demuestra la utilidad de este modelo para explorar la interaccion de diversos factores

causales en la patogénesis de la enfermedad (Lipska y cols, 2000).

Sham

Figura 9. Fotografias representativas de cortes coronales de ratas con lesién falsa (sham) y lesién
neonatal del hipocampo ventral (NVHL por sus siglas en inglés). Se muestra la retraccién del tejido,
la gliosis y la pérdida neural de las ratas con una lesion de hipocampo ventral neonatal después de la
pubertad. Las flechas indican la zona de la lesién (Tendilla-Beltran y cols., 2019; Vazquez-Roque y cols.,
2011).

Debido a que la LNHV se realiza en una etapa critica del neurodesarrollo, se sabe que
este dafo produce alteraciones conductuales a edad postpuber, las cuales se
encuentran relacionadas con algunos sintomas expresados en la adolescencia en
pacientes esquizofrénicos. Por ejemplo, los animales con LNHV a edad postpuber

expresan anormalidades como hipersensibilidad al estrés, disminucion en la interaccion
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social, aumento en la actividad locomotora en ambiente novedoso y deficiencias en el

aprendizaje y memoria (Flores y cols., 1996).

Se sabe que este modelo animal de induce una disminucién en la densidad y tipos de
espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza media
prefrontal, asi como también en la amigdala basolateral (Tendilla-Beltran y cols., 2019).
De igual forma se ha determinado que las ratas con LNHV a edad postpuber expresan
un incremento de la actividad locomotora posterior a la administracion de anfetamina,
asi como una disminucién de la inhibicidn de prepulso. Estas alteraciones han sido
relacionadas con la transmision dopaminérgica en el nucleo accumbens (NACC),
debido a que las neuronas del NACC muestran una mayor excitabilidad propiciada por

la estimulacion de las neuronas del area ventral tegmental (ATV) (Goto y Grace, 2008).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a la Asociacion Psiquiatrica Mexicana (2014) en Meéxico existen
aproximadamente un milldin 100 mil pacientes con SZ (Asociacién Psiquiatrica
Mexicana, 2014), enfermedad limitante y que merma la calidad de vida de quienes lo
padecen, haciéndolos incapaces de llevar una vida auténoma, por lo que representa un

grave problema de salud publica.

Estudios neurobioldgicos en pacientes con SZ han demostrado anormalidad en
estructuras corticolimbicas, las cuales generan la sintomatologia caracteristica de la
enfermdad. La lesion neonatal del hipocampo ventral provoca cambios cerebrales que
generan un fenotipo asociado a la SZ, por lo que puede utilizarse como un modelo para
el estudio de dicho padecimiento.

Los antipsicéticos atipicos OLZ y RISP son utilizados clinicamente para el tratamiento

de la SZ, sin embargo, el mecanismo de accion de ambos farmacos no ha sido descrito
completamente. Existe evidencia de que podrian tener efecto neurotrofico, por ello
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resulta de interés evaluar el efecto de estas sustancias sobre las espinas dendriticas de
la corteza prefrontal y la amigdala basolateral. Asi pues, la comparacion cuantitativa del
efecto de ambos antipsicoticos sobre la caracterizacion de las espinas dendriticas de
regiones corticolimbicas es de interés para la comprension de los efectos de éstos

antipsicoticos sobre la plasticidad neuronal.

5. OBJETIVOS

5.1.Objetivo General

Analizar el efecto de la administracion de antipsicéticos atipicos sobre las alteraciones
conductuales y morfologicas de espinas dendriticas en la corteza prefrontal y la
amigdala basolateral ocasionadas por el modelo de la lesion neonatal del hipocampo

ventral en rata.

5.2. Objetivos Particulares

* Evaluar el efecto de la risperidona y olzanpina sobre las alteraciones motoras
inducidas por el modelo de lesién neonatal del hipocampo ventral en etapa

postbuber

» Caracterizar el efecto de la olanzapina sobre la densidad de espinas dendriticas
de las neuronas piramidales de la corteza prefrontal y la amigdala basolateral en

ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral.
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» Caracterizar el efecto de la risperidona sobre la densidad de espinas dendriticas
de las neuronas piramidales de la corteza prefrontal y la amigdala basolateral en

ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral.

* Evaluar el efecto de la olanzapina sobre la morfologia de las espinas dendriticas
en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal y amigdala basolateral en

ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral.

* Evaluar el efecto de la risperidona sobre la morfologia de las espinas dendriticas
en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal y la amigdala basolateral en

ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diagrama de trabajo

Ratas macho Sprague-
Dawley
7DP; n=36

1

Cirugia bilateral del
hipocampo ventral

Sham (n=18)
0.3 ulL de solucién fisiologica

LNHV (n=18)
0.3 uLdeIBO

novedoso (DP 90)

Actividad locomotora ante ambiente

I

dias

Administracién de los tratamientos i.p. por 21

Vehiculo 0.25 mg/kg (n=6)

Vehiculo 0.25 mg/kg (n=6)

|

RISP 0.25 mg/kg (n=6)

RISP 0.25 mg/kg (n=6)

OLZ 0.25 mg/kg (n=6)

OLZ 0.25 mg/kg (n=6)

Actividad locomotora (DP 111)

l

Perfusion y extraccion de cerebros (DP 111)

I

sacarosa al 30%

Tincion de Golgi-Cox 30 dias; 7 dias en

Analisis conductual y morfolégico

Evaluacion de los resultados
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6.2 Técnicas y procedimientos

Protocolo de la cirugia estereotaxica para inducir la lesion neonatal del
hipocampo ventral.

Este proyecto fue avalado por el CICUAL de la BUAP y por las Normas Oficiales
Mexicanas del uso y manejo de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Para
realizar este protocolo de investigacion se utilizaron 36 ratas machos de la cepa
Sprague-Dawley (SD) de 7 dias posnatales (DP). Se crearon dos grupos, siendo estos
el grupo lesion falsa o sham y el grupo LNHV, a los cuales se les realizara el siguiente

procedimiento:

El método de anestesia fue inducido por hipotermia; después se realizdé un corte
sagital en el craneo de 0.5 — 1 cm aproximadamente y posteriormente se coloco al
animal en un aparato estereotaxico mediante un adaptador para ratas neonatales. Para

lesionar la zona del hipocampo ventral, se utilizaron las siguientes coordenadas:
Antero-posterior: —3.0 mm respecto a bregma.
Medial-lateral: +/-3.5 mm respecto a bregma.
Dorso-ventral: —5 mm de la duramadre.

Luego, con una canula de acero inoxidable se administro bilateralmente: 0.3 ul de acido
iboténico (IBO), el cual es un neurotéxico utilizado como agente de lesién cerebral, a
una concentracion de 10 pg/pL disuelto en solucion buffer de fosfatos (PBS) 0.1 M y
ajustada a un pH de 7.4 para las ratas del grupo LNHV y PBS para las ratas del grupo
lesion falsa. Esta aplicacion se realizé por un periodo de 2 minutos, dejando la canula
por otro minuto mas, para asegurar la correcta difusion de las sustancias. Concluidos
estos procedimientos, se suturd la incisidn y los cachorros se colocaron sobre una

manta térmica para su recuperacion (Lipska y cols., 1993).
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Administracion de los tratamientos farmacolégicos

90 dias posteriores a la lesion, los animales de los grupos Sham y LNHV se
subdividieron en grupos dependiendo del farmaco que se aplicd; a la primera
subdivisién se le aplicé OLZ (0.25 mg/kg diluida en solucién fisiologica). A la segunda
subdivision se le aplicé RISP (0.25 mg/kg + PBS + 0.25% acido acético). A la tercera
subdivisién se le aplico unicamente vehiculo de solucion salina (SSI) (0.25 mg/kg)

Posterior a los tratamientos farmacologicos, se procedié a realizar el sacrificio de los
animales con una sobredosis de pentobarbital sédico (60 mg/kg, i.p.) y la extraccion de
los cerebros. Para ello se realizaron primeramente una perfusion cardiaca con SSI por
el ventriculo izquierdo, con el fin de remover toda la sangre posible de los vasos

sanguineos cerebrales.
Estudios conductuales
Actividad locomotora

La actividad locomotora es un protocolo que permite evaluar la actividad exploratoria
del animal, y conocer de manera indirecta el tono dopaminérgico. Esta prueba se
realizod antes y después del tratamiento, y para ello los animales se habituaron un dia
antes al animal al ambiente del laboratorio. La prueba se realizé por la mafiana con una

duracion de 120 min.

Actividad locomotora en campo cerrado: las ratas se colocaron individualmente en
cajas de acrilico negro con dimensiones de 22 x 22 x 44 cm durante 120 min. Dichas
cajas poseen 8 pares de fotodiodos ubicados en las paredes laterales a 3 cm de la
altura de la base, la interrupcion de los haces de luz emitidos por los fotodiodos se
considera como un movimiento que un actimetro contabilizé por 12 intervalos de 10 min
(Flores y cols., 1996).
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Figura 10. Caja de actividad locomotora. Se esquematizan las dimensiones y la posicion de los 8
pares de fotodiodos, asi como el actimetro que contabiliza las interrupciones de los haces de luz
(Tendilla, 2017).

Actividad locomotora en campo abierto: las ratas se colocaron individualmente durante
10 min en una caja de madera de color negro (80 x 80 x 80 cm). Se evaluaron: a)
numero de cuadros cruzados, que fue cuando la rata pas6 al menos 3 cuartas partes
de su cuerpo de un cuadro a otro; b) tiempo en segundos empleado en la conducta
vertical, es la suma de los periodos en los que la rata adquiri6 una postura vertical
respecto al piso, apoyada en sus extremidades posteriores, y ¢) el tiempo en segundos
empleado en el acicalamiento es la suma de tiempo en los que la rata se autoacicald, lo
cual incluyo la realizacion de movimientos elipticos con las extremidades anteriores
sobre la narina, las orejas, el cuerpo y el area genital, en una direccidon céfalo-caudal

(Hernandez-Lopez y cols., 2016).

Estudios morfolégicos
Tincién de Golgi-Cox.

Los cerebros extraidos se colocaron en solucion Golgi-Cox (K2Cr207 170mM, HgCl,
200 mM, KzCrO4 200mM) para su almacenamiento en recipientes oscuros por 30 dias,
fuera de perturbaciones. Una vez transcurrido este periodo, se colocaron en solucién
de sacarosa al 30% por 7 dias, para mejorar la consistencia a los cerebros y facilitar el

corte.
Corte de tejido.

Se realizaron los cortes de los cerebros con ayuda de un vibratomo motorizado,

obteniendo rebanadas de 200 um que se colocaron en laminillas gelatinizadas.
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Revelado y montaje.
Los cortes se revelaron en un cuarto oscuro llevando a cabo los siguientes pasos:
1. Sumergir 30 minutos en hidroxido de amonio (50%).
2. 10 lavados con agua destilada.
3. Sumergir 30 minutos en fijador rapido de Kodak (1:3).
4. 10 lavados con agua destilada.

5. Deshidratar el tejido sumergiéndolo en concentraciones crecientes de etanol: 10
minutos en etanol al 50%; 10 minutos en etanol al 70% 10 minutos en etanol al 90%; 10

minutos en etanol absoluto por dos ocasiones.
6. Aclarar el tejido sumergiéndolo 15 minutos en xileno.

7. Montar las laminillas con resina sintética.

Analisis morfolégico de espinas dendriticas

Con ayuda del atlas Paxinos y Watson (1988) se localizaron las areas de interés, en
este caso, neuronas piramidales de la CPF capa V y la ABL, con buena impregnacion,
completas y aisladas que permitieran su reproduccion bidimencional (Tendilla, 2017).
Se dibujaron 10 segmentos dendriticos por cerebro, siendo 5 de cada hemisferio, todo
esto con la ayuda de un microscopio optico (Leica DSM100) el cual tiene acoplado una
camara lucida que permite el trazo de la neurona a 100x (Tendilla-Beltran y cols.,
2018).
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Figura 11. Localizaéién neuroanatémica de la A) corteza prefrontal capa V y la B) amigdala

basolateral. Esquema tomado del Paxinos y Watson, 1988.

Analisis de la densidad de espinas dendriticas.

Por medio de un microscopio éptico acoplado con una camara lucida, se realizo el
analisis morfologico de las espinas dendriticas, dibujando segmentos de 5.4 cm, que es
equivalente a 30 um, de dendritas basales de ultimo orden, de neuronas piramidales de
la CPF capa V y la ABL, obteniendo 10 segmentos dendriticos por cada cerebro, todo
esto a una amplificacion de 100x. Para analizar los segmentos dendriticos trazados, se
dividi6 cada dendrita en tres porciones de 1.8 cm (equivalentes a 10 um),
contabilizando en cada porcidén el numero de espinas presentes, para al final obtener el

promedio de los tres segmentos.

Tipificacion de espinas dendriticas.

La tipificacidn de las espinas es una herramienta para estimar la poblacion de cada
espina de acuerdo con su forma. Asi, se contabilizaran las espinas dendriticas con
respecto a la morfologia que presentan, siendo estas: delgada, hongo, gruesa,
bifurcadas, ramificadas o sin clasificacion. Con ayuda de un contador, se clasificaran de
manera consecutiva las espinas dendriticas de la dendrita basal de ultimo orden hasta
obtener un total de 100 espinas. Luego se obtendra el promedio de la proporcion de
cada tipo de espina dendritica por cada cerebro.
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Figura 12. Fotomicrografias representativas de los tipos de espinas dendriticas de acuerdo a su
morfologia: hongo, delgadas, gruesas, bifurcadas, ramificadas (multi-cabeza) y sin clasificacion (Tendilla-

beltran y cols., 2018).

7 RESULTADOS
7.1 Actividad locomotora

La actividad locomotora para el tratamiento con RISP se realizé en campo cerrado y se
evaluo antes y después del tratamiento. En las pruebas pretratamiento se registra un
aumento en la actividad de las ratas LNHV comparado con las del grupo Sham (F (1,
44) = 4.989; p<0.001). Posterior al tratamiento con RISP se sigue observando un mayor
numero de movimientos por parte del grupo LNHV que fue tratado con vehiculo (F (1,
44) = 4.989; p<0.001). Sin embargo, el grupo LNHV con RISP logra revertir ésta

alteracion (p<0.05).
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Figura 13. Actividad locomotora en tratamiento LNHV + RISP. A) evaluacion pretratamiento y B)

evaluacion postratramiento, los valores indican la media del nUmero de conteos en 120 min + EEM.
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En el tratamiento con la OLZ se realizaron las pruebas en campo abierto y se registra
un aumento en la actividad de las ratas LNHV comparado con las del grupo Sham (F
(1, 44) = 4.989; p<0.001). Posterior al tratamiento con OLZ se sigue observando un
mayor numero de movimientos por parte del grupo LNHV que fue tratado con vehiculo

(F (1, 44) = 4.989; p<0.001). Sin embargo, el grupo LNHV con OLZ no genera cambios
estadisticamente significativos.

A) B)
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Conteos (120 min)

10004

SHAM
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Figura 14. Actividad locomotora en tratamiento LNHV + OLZ. A) evaluacién pretratamiento y B)

evaluacion postratramiento, los valores indican la media del nUmero de conteos en 120 min + EEM.

7.2 Densidad de espinas dendriticas

Corteza prefrontal capa V: Con respecto a la densidad de espinas dendriticas de
neuronas piramidales en la region CPF capa V, la lesion genera una disminucion en la
cantidad de espinas (F (2, 30) = 22.28; p<0.0001). Los tratamientos con RISP y OLZ
consiguen revertir parcialmente dicha alteracion por la lesién, RISP (F (2, 30) = 0.2283;
p<0.001), OLZ (F (1, 30) = 7.812; p<0.01).
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Figura 15. Analisis de la densidad de espinas dendriticas de la CPF capa V. Los tratamientos de
RISP y OLZ recuperan el nimero de espinas dendriticas perdidas por la LNHV (n=6). El analisis

estadistico fue analisis de varianza (ANOVA) de 2 vias, prueba Newman Keuls post hoc.

Amigdala basolateral: Con respecto a la densidad de espinas dendriticas de neuronas
piramidales en la regién ABL, la lesion genera una disminucion en la cantidad de
espinas (F (2, 30) = 26.74; p<0.0001). Los tratamientos con RISP y OLZ consiguen
revertir parcialmente dicha alteracion por la lesiéon, RISP (F (2, 30) = 0.8445; p<0.001),
OLZ (F (1, 30) = 2.841; p<0.001).
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Figura 16. Analisis de la densidad de espinas dendriticas de la ABL. Los tratamientos de RISP y
OLZ recuperan el numero de espinas dendriticas perdidas por la LNHV (n=6). El analisis estadistico fue

ANOVA de 2 vias, prueba Newman Keuls post hoc.

7.3 Tipificacion de espinas dendriticas

Corteza prefrontal capa V: con respecto a los tipos de espinas dendriticas de
neuronas piramidales en la region CPF capa V, la LNHV genera alteraciones en la
morfologia de las espinas dendriticas. Dichas alteraciones se ven modificadas cuando
se empleo el tratamiento de antipsicoticos de segunda generacion como lo son la RISP
y la OLZ.

Resultados RISP: la lesidn genera una disminucion en la cantidad de espinas de tipo
hongo (df: 120; F (15, 120) = 43.09; p<0.0001) y de tipo delgadas (df: 120; p<0.0001) y
un aumento en el porcentaje de espinas gruesas (p<0.001). El tratamiento con RISP
consigue revertir las alteraciones por la lesion, aumentando el porcentaje de espinas de
tipo hongo (df: 120; p<0.0001) y las de tipo delgadas (p<0.0001), y reduciendo las del
tipo gruesas (df:120; p<0.0001).
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Figura 17. Andlisis de los tipos de espinas en la CPF capa V + RISP. La LNHV provoca cambios en
los tipos de espinas dendriticas de neuronas piramidales de la CPF capa V, las cuales son aminoradas
con el tratamiento de RISP; n=6. El analisis estadistico fue ANOVA de 2 vias, prueba Newman Keuls

post hoc.

Resultados OLZ: los tipos de espinas dendriticas de neuronas piramidales en la region
CPF capa V, la lesion genera una disminucion en la cantidad de espinas de tipo hongo
(df:120; F (15, 120) = 28.23;p<0.0001) y de tipo delgadas (df:120; p<0.0001) y un
aumento en el porcentaje de espinas gruesas (df:120; p<0.0001). La aplicacion de OLZ
consigue revertir estas alteraciones provocadas por la lesion, aumentando el porcentaje
de espinas de tipo hongo (df:120; p<0.0001), aumentando las espinas delgadas
(p<0.0001) y reduciendo las del tipo gruesas (df:120; p<0.0001).
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Figura 18. Analisis de los tipos de espinas en la CPF capa V + OLZ. La LNHV provoca cambios en
los tipos de espinas dendriticas de neuronas piramidales de la CPF capa V; n=6. El tratamiento con OLZ
logra revertir dichas modificaciones morfolégicas. El analisis estadistico fue ANOVA de 2 vias, prueba

Newman Keuls post hoc.

Amigdala basolateral: los tipos de espinas dendriticas de neuronas piramidales en la
region ABL, la LNHV genera modificaciones morfologicas de las espinas dendriticas.
Dichas modificaciones se ven aminoradas con el empleo del tratamiento de

antipsicéticos atipicos como lo son la RISP y la OLZ.

Resultados RISP: Con respecto a los tipos de espinas dendriticas de neuronas
piramidales en la regién ABL, la lesion genera una disminucion en la cantidad de
espinas de tipo hongo (df:120; F (15, 120) = 21.34;p<0.05) que el tratamiento con RISP
logra llevar el porcentaje de espinas tipo hongo a niveles normales. Asi también se
presenta una disminucion de espinas del grupo Sham tratadas con el antipsicético.
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Figura 19. Analisis de los tipos de espinas en la ABL + RISP. La LNHV provoca cambios en los tipos
de espinas dendriticas de neuronas piramidales, las cuales son parcialmente aminoradas con el

tratamiento de RISP; n=6. El andlisis estadistico fue ANOVA de 2 vias, prueba Newman Keuls post hoc.

Resultados OLZ: a los tipos de espinas dendriticas de neuronas piramidales en la
region ABL, la lesion genera una disminucion en la cantidad de espinas de tipo hongo
(F (15, 150) = 32.78; p<0.0001) y de tipo delgadas (df:120;p<0.0001) y un aumento en
el porcentaje de espinas gruesas (df:120;p<0.0001), que el tratamiento con OLZ logra
llevar el porcentaje de espinas tipo hongo a niveles normales (p<0.0001), las delgadas
también aumentan su porcentaje (df:120;p<0.0001) y las espinas de tipo gruesas
disminuyen en cantidad (df:120;p<00001).
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Figura 20. Analisis de los tipos de espinas en la ABL + OLZ. La LNHV provoca cambios en los tipos
de espinas dendriticas de neuronas piramidales, las cuales son parcialmente aminoradas con el

tratamiento de RISP; n=6. El andlisis estadistico fue ANOVA de 2 vias, prueba Newman Keuls post hoc.

8 DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de dos antipsicéticos
atipicos sobre la conducta y los cambios morfolégicos neurales provocados por el
modelo de LNHV en la cepa de rata Sprague-Dawley, modelo animal que esta

relacionado con la sintomatologia de la SZ.

Existen varios reportes sobre las alteraciones conductuales que induce la LNHV en la
etapa postpuber de la rata, como la hiperactividad locomotora (Lipska y cols., 1993;
Bringas y cols., 2012; Vazquez-Roque y cols., 2012). La hiperactividad ante un
ambiente novedoso esta asociada al aumento en el tono dopaminérgico en el NAcc,
sugiriendo una hiperactividad dopaminérgica de la via mesolimbica debido a la LNHV
(Flores y cols., 1996; Vazquez-Roque y cols., 2012; Tendilla, 2017), teniendo el mismo
sustrato anatomico-funcional que la sintomatologia positiva en los pacientes con SZ. La
RISP actuando sobre receptores D2 logré modular el tono dopaminérgico en el estriado

ventral y por ello se observé una disminucion significativa en el niumero de movimientos
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del grupo LNHV tratado con RISP comparado con el tratado con vehiculo, sin tener
efecto sobre las ratas con lesion falsa (Tendilla-Beltran y cols, 2019). Por otro lado, la
OLZ demostro tener una tendencia a la disminucion de los movimientos sobre las ratas

con LNHYV, sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos.

Estudios previos han demostrado alteraciones morfologicas en las espinas dendriticas
en regiones del sistema mesocorticolimbico en ratas con LNHV en neuronas
piramidales de la CPF capa V (Tendilla-Beltran y cols., 2018) y de la ABL (Bringas y
cols., 2012). El modelo de LNHV provoca alteraciones en el cerebro que se asemejan a
la SZ (Tseng y cols., 2009) Este modelo se basa en que una lesion en el hipocampo a
edades tempranas del neurodesarrollo puede interrumpir el desarrollo del circuito
cortical y subcortical en el esta implicado el hipocampo (Wong, 2003; Tseng y cols.,
2009; Lipska y Weinberger, 2000).

El empleo de la RISP como un antipsicotico capaz de revertir las alteraciones
presentes en enfermedades psiquiatricas como la SZ, se ha fundamentado en diversos
estudios, demostrando que participa en procesos de neuroproteccion y modificaciones
morfolégicas positivas, al aumentar los niveles de TrkB-FL (isoforma mas abundante en
la neocorteza de receptores Trk), cuando BDNF (Factor neurotréfico derivado del
cerebro) interactua con TrkB-FL, promueve la espinogénesis (Tendilla-Beltran y cols.,
2019; Ryan y cols., 2013; Tseng, 2009). Estos trabajos coinciden con lo encontrado en
este trabajo, siendo una disminucion en las espinas dendriticas por el dafio provocado
por la LNHV en la CPF capa V (p<0.0001) y ABL (p<0.0001) que se logra revertir con el
tratamiento subcrénico de RISP por 21 dias y evaluado en ratas postpuber con LNHV
en ambas areas: CPF capa V (p<0.001) y ABL (p<0.001), demostrando la capacidad de
la RISP de promover la regeneracion sinaptica (Tendilla-Beltran, 2019).

Asi mismo, la LNHV provoco en la CPF capa V un decremento en espinas dendriticas
inmaduras que son de tipo delgadas (p<0.0001), una disminucién de espinas
dendriticas de tipo hongo (p<0.0001) y un aumento en el porcentaje de espinas
gruesas (p<0.0001), en la ABL se desencadend una disminucion de las espinas de tipo
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hongo (p<0.05). El tratamiento fue efectivo y coincide con lo ya reportado, siendo en la
CPF capa V un restablecimiento en los porcentajes de espinas delgadas (p<0.0001) y
de hongo (p<0.0001), y una disminucion en la proporcion de las gruesas (p<0.0001); en
la ABL un incremento en los porcentajes de espinas hongo (p<0.05), asi también se
observa una disminucion en las espinas delgadas (p<0.05) en el grupo Sham tratado
con RISP, se especula que esto puede deberse a que este antipsicético reduce el dxido
nitrico (NO)en las ratas sin lesion del hipocampo, lo que generaria una disminucién de
la enzima superoxidosdismutasa y por lo consiguiente un cambio en la accion
neuroprotectora del farmaco y la neurogénesis (Bringas, 2012; Micd, 2004; Verdanyan,
R.y cols., 2016).

El uso de OLZ para el tratamiento de la sintomatologia de la SZ se ha reportado en
varios estudios (Fumagalli y cols., 2006; Johnson, 2011; Nihart y cols., 1997), pues
supone como un agente capaz de promover una respuesta de proteccion y reparacion
del dafo neural presente en la SZ (Miyamoto y cols., 2003; Wong, 2003). Los
resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo reportado, siendo que en la CPF
V (p<0.0001) y en la ABL p(<0.0001) se distingue un decremento en el numero de
espinas dendriticas como consecuencia de la LNHV, (Tendilla-Beltran y cols., 2019;
Bringas y cols., 2012), tal que el tratamiento de 21 dias de OLZ logra llevar los
resultados a indices normales, teniendo mejorias en las dos areas, CPF capa V
(p<0.01) y ABL(p<0.001).

En cuanto a los resultados de la morfologia de las espinas dendriticas, encontramos
que los efectos provocados por la LNHV, que son en la PFC capa V la disminucion de
espinas tipo hongo (p<0.0001), decremento del tipo delgadas (p<0.0001) y aumento del
porcentaje de las tipo gruesas (p<0.0001), y en la ABL una disminucion de las espinas
hongo (p<0.0001) y aumento de las tipo gruesas (p<0.0001). Dichas alteraciones se
ven revertidas después del tratamiento con OLZ, en la CPF capa V mejorando al
incrementar los porcentajes de espinas delgadas (p<0.0001) y espinas hongo
(p<0.0001), ademas de disminuir la cantidad de espinas de tipo gruesas (p<0.0001). En
la ABL se distingue una mejoria a esta patologia al aumentar las espinas de tipo hongo
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(p<0.0001) y decrementar las espinas de tipo gruesas (p<0.0001). Las espinas de tipo
delgadas son las espinas inmaduras que se convertiran en las de tipo hongo, las cuales
son funcionales, sin embargo las alteraciones en la morfologia como en las de tipo
hongo indican una mala conexion y comunicacion neural, por lo que el incremento de
éstas es contraproducente. La administracion de los antipsicoticos mejoro la cantidad
de espinas de tipo hongo y por lo tanto la comunicacion interneuronal.

9 CONCLUSION

1. La RISP mejora la hiperactividad locomotora en ratas con LNHV al reducir el

numero de movimientos tras la administracién de 0.25 mg/kg.

2. La administracion de 0.25 mg/kg de OLZ muestra una tendencia a la disminucion

de los movimientos en la prueba de actividad locomotora en ratas con LNHV.

3. La lesion neonatal del hipocampo ventral provoca alteraciones a edad postpuber
en la densidad y morfologia de las espinas dendriticas en regiones del sistema
corticolimbico.

4. La administracion de 0.25 mg/kg de risperidona revierte la hipotrofia dendritica y
las alteraciones morfolégicas generadas por la lesion neonatal del hipocampo
ventral en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal capa V y la amigdala

basolateral, regiones asociadas a las anormalidades morfologicas del modelo.

5. El tratamiento con olanzapina a dosis de 0.25 mg/kg incrementa la densidad de
espinas dendriticas y modifica la forma de éstas, en la corteza prefrontal capa V
y amigdala basolateral de las ratas macho con lesion neonatal del hipocampo
ventral, mejorando las alteraciones inducidas por la LNHV.
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10 PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se han expuesto las modificaciones que farmacos
antipsicoticos como la OLZ y la RISP, ejercen sobre las alteraciones
neuromorfologicas y conductuales en ratas con LNHV. Sin embargo el alcance de
nuestro trabajo a futuro es aun mayor puesto que se proponen realizar numerosos

estudios que evaluen:

Uso de marcadores moleculares que permitan profundizar aun mas sobre el
efecto a niveles de receptores de membrana neuronal (inhibidores o

excitadores).

Uso de electroencefalografia para evaluar la actividad cerebral al administrar los

farmacos.

Identificar algunas proteinas que podrian estar afectadas a nivel de las sinapsis
en las espinas como la PSA-NCAM vy sinaptofisina, debido a la LNHV.

Realizar estudios de biologia molecular buscando proteinas y factores de
transcripcion asociados al reordenamiento del citoesqueleto y la supervivencia
celular en las regiones de interés con la intencion de describir las vias que estan
alteradas debido a la LNHV y el efecto de la RISP y la OLZ sobre ellas.
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