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1 ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA

1.1 ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es una de las enfermedades mentales con mas alto costo
para la sociedad, se encuentra en el 1% de la poblacion mundial y por lo general se
desarrolla en la etapa reproductiva del individuo, entre los 15 y 20 afos de edad
incidiendo en éste, durante toda su vida (Szoke., 2013). La esquizofrenia es una de
las patologias donde mas claramente se ha establecido una vulnerabilidad genética,
con una heredabilidad mayor al 80%. Aunque su etiologia aun es discutida, se han
propuesto diversas teorias, como la dopaminérgica, de neurodesarrollo y de factores
ambientales asociados (Ochoa y cols., 2012).

Los sintomas de la esquizofrenia, se dividen en positivos, negativos y
cognitivos (Poreh y cols., 1994). Los sintomas “positivos” reflejan un exceso o
distorsion en el comportamiento, se relacionan con la pérdida de contacto con la
realidad, lo cual se manifiesta con la presencia de creencias falsas (delirios) y
experiencias perceptuales no experimentadas por otros (alucinaciones). Los delirios
MAas comunes que presentan los pacientes con esquizofrenia son: de persecucion,
de control y de grandiosidad. Las alucinaciones también se presentan de diferentes
tipos: visuales, auditivas, olfativas, gustativas y tactiles, siendo las mas comunes las
auditivas (Jablensky y cols., 1999).

Por otro lado, los sintomas negativos reflejan una disminucion o pérdida de
funcionamiento “normal”, corresponden a un estado de déficit; el término es utilizado
para describir una reduccibn en conducta del paciente relacionada a un
comportamiento hipotéticamente “normal”. Cuando se presentan los sintomas
negativos las emociones basicas y los procesos conductuales estan disminuidos o
ausentes, lo que se manifiesta como un empobrecimiento o disminucion del
pensamiento, de la afectividad, de la conducta y del lenguaje en el paciente (Poreh y
cols., 1994, Jablensky y cols., 1999).
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1.2 MODELOS ANIMALES

En el terreno de la neurologia como en el de los trastornos del &nimo o en
procesos cognitivos, la aproximacion biologica al conocimiento de los mecanismos
neuronales utiliza multiples modelos animales como analogias experimentales de

dichas enfermedades.

La creacion y empleo de modelos animales en psiquiatria tiene claras
limitaciones, ya que se trata de reproducir en un animal sano, conductas y
alteraciones humanas complejas. No obstante, los modelos animales de trastornos
psiquiatricos han permitido explorar el potencial terapéutico de medicamentos
especificos, siendo también herramientas valiosas en el estudio de los trastornos
psiquiatricos (Martinez-Mota y cols., 2008)

Los modelos animales de los trastornos psiquiatricos tradicionalmente han sido

Gtiles para los siguientes propadsitos (Porsolt y cols., 1977):

1. Detectar el potencial terapéutico de farmacos especificos para el
tratamiento de los desordenes.
2. Proporcionar datos relevantes acerca de los mecanismos de accion de
dichos farmacos.
3. Constituir una herramienta para la determinacion de los sustratos
neurobiolégicos en los desordenes psiquiatricos.
La contribucion de los modelos animales a la neurobiologia de los trastornos
psiquiatricos depende de su validez, por lo que se propone que los modelos
animales cumplan con los siguientes criterios (Willner y cols., 1994):

1. Criterio de validez predictiva, implica que los farmacos que modifican el
estado patologico en los humanos también deben hacerlo en el modelo
animal, cubriendo los requisitos de sensibilidad, selectividad y potencia
relativa.

2. Criterio de validez de apariencia, se refiere a la similitud fenomenologica
entre el modelo y el desorden estudiado, se propone que el modelo debe de

mostrar los sintomas mas representativos del desorden.
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3. Criterio de validez de constructo o validez hipotética, este criterio establece
que la hipétesis que explica el trastorno psiquiatrico también debe servir

como fundamento del modelo.

Se han propuesto varios modelos animales para el estudio de los trastornos
psiquiatricos, como el Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC), los trastornos de la
conducta alimentaria, la depresion, la esquizofrenia, entre otros.

Por ejemplo, los modelos animales de TOC, han ayudado a predecir la
eficacia de los medicamentos (Kreiss y cols., 2013), asi como la regulacion e
implicacion de algunas moléculas blanco, como algunos receptores de glutamato
(Fineberg y cols., 2011; Wu y cols., 2013). Los modelos animales propuestos para
los trastornos de la conducta alimentaria son una herramienta esencial en la
investigacion de estos comportamientos y sus formas patolégicas, sin embargo, el
desarrollo de un modelo animal adecuado para estos trastornos sigue siendo dificil
debido al conocimiento limitado de la regulacién molecular del trastorno (Kim y
cols., 2012). En cuanto a los modelos animales utilizados para el estudio de la
depresion, existen modelos de depresion bien fundamentados, como el modelo de
nado forzado, el cual se usa para investigar la etiologia y las bases moleculares de
esta enfermedad (Liou y cols., 2012), estos modelos han ayudado a probar nuevos
medicamentos o terapias con antidepresivos, previo a su ensayo en voluntarios
sanos o en pacientes (Tye y cols., 2013).

Para el estudio de la esquizofrenia se han propuesto varios modelos animales
los cuales pueden ser divididos en tres categorias: Los modelos farmacolégicos, los
modelos genéticos (inducidos por mutaciones o deleciones genéticas) y los modelos
de neurodesarrollo (inducidos por una lesion fisica o neurotéxica y por factores
ambientales durante el neurodesarrollo) (Rubinstein y cols., 1993, Lubow y cols.,
2005, Rideout y cols., 2009, Young y cols., 2010).

12



1.2.1 Modelos farmacoldgicos de esquizofrenia

Generalmente para este grupo de modelos se utilizan farmacos que pueden
inducir cuadros psicoticos en humanos sanos. Uno de los modelos mas usados es
el inducido por la administracion sistémica de fenciclidina o de ketamina. Estos
compuestos, al bloquear a los receptores N-metil D-aspartato, estimulan la
liberacion de dopamina, principalmente en la via mesolimbica, provocando una
conducta de hiperlocomocion en el roedor, mediada posiblemente por el exceso
de dopamina, misma que se ha relacionado con los sintomas positivos de la

esquizofrenia (Borison y cols., 1977, Javitt y cols., 2012).
1.2.2 Modelos genéticos de esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad multifactorial con un evidente
componente genético, se han asociado varios genes relacionados con los
sistemas de neurotransmision afectados en la enfermedad. También se ha
propuesto que con la manipulacion de estos genes (ya sea por delecion o

silenciamiento) se pueden obtener modelos animales que simulen la enfermedad.

Por ejemplo, se utilizaron ratones “knockout” deficientes de la proteina
Nogo-A expresada en oligodendrocitos (proteina relacionada con esquizofrenia
por su actividad en la mielinizacibn y en el remodelamiento neuronal). La
deficiencia de esta proteina provocé un fenotipo conductual similar a la
esquizofrenia, ya que los animales no respondieron correctamente en la prueba de
inhibicion de prepulso, presentando déficits de memoria y de la interaccion social
(Weinmann y cols., 2006). De igual manera, varios modelos animales con
manipulacion genética, son utilizados en el estudio de la esquizofrenia
(O'Tuathaigh y cols., 2010). Como es el caso del gen reelin que codifica para una
glicoproteina secretada por neuronas GABAérgicas, por medio de la manipulacion
de este gen, se obtuvo un modelo animal de esquizofrenia, el cual se observé un
decremento de aproximadamente el 50% en la expresiéon del RNAm en corteza e
hipocampo, ademas de una baja expresion de la enzima GAD67 (enzima

descarboxilasa 67 del glutamato), cuya expresion también se ha encontrado
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disminuida en los pacientes (Pappas y cols., 2003). De la misma manera se han
desarrollado ratones knockout para el gen Discl, (este gen participa en la
migracion y remodelamiento neuronal y se ha asociado con la esquizofrenia), el
roedor logra reproducir algunas de las caracteristicas conductuales asociadas con
la esquizofrenia (Haque vy cols.,2012), igual que ratones modificados
genéticamente para el gen neuregulina-1 que codifica para una proteina
relacionada con la migracién y diferenciacion neuronal (Desbonnet et la., 2012).
Los genes csmdl y tcf4 son genes de susceptibilidad (predisposicion mayor a
desarrollar la enfermedad), recientemente asociados con la esquizofrenia, han
sido propuestos para la creacidon de ratones knockout, aunque los estudios
poblacionales indicaban que estos genes podrian ser candidatos asociados a la
enfermedad, en los modelos animales no se han conseguido reproducir las
conductas relacionadas con la esquizofrenia (Brzozka y cols., 2010, Distler y cols.,
2012).

1.2.3 Modelos de neurodesarrollo de esquizofrenia

Se ha sugerido que la esquizofrenia puede ser inducida por eventos o
‘lesiones” durante el desarrollo temprano del individuo, que traen como
consecuencia una reduccién en las conexiones neuronales en diferentes regiones
cerebrales como la corteza prefrontal; asi como una disminucion de las sinapsis
en sitios de proyeccién como el cingulo, la corteza y el estriado ventral (Powell y
cols., 2010). Basandose en esta idea, se han desarrollado modelos en los que se
afecta el desarrollo del cerebro, ya sea durante la etapa prenatal o neonatal por

lesiones mecanicas o quimicas (Lipska y cols., 2000).

14


https://www.google.com.mx/search?client=firefox-a&hs=PCk&rls=org.mozilla:es-MX:official&channel=fflb&q=animales+knockout&spell=1&sa=X&ei=6R3fUdrbIISZyQHb4oCwDQ&ved=0CCgQvwUoAA&biw=1024&bih=624
https://www.google.com.mx/search?client=firefox-a&hs=PCk&rls=org.mozilla:es-MX:official&channel=fflb&q=animales+knockout&spell=1&sa=X&ei=6R3fUdrbIISZyQHb4oCwDQ&ved=0CCgQvwUoAA&biw=1024&bih=624

2 ESTADO DEL ARTE
2.1 GENETICA DE LA ESQUIZOFRENIA

La investigacion de genes asociados con la esquizofrenia se ha
desarrollado con multiples estudios de “ligamiento” y “asociacién”, estudios que
manejan marcadores de ADN y que son utilizados para la busqueda de genes que
pudieran tener un papel importante en la susceptibilidad de la enfermedad.

Por ejemplo, los estudios de asociacion de casos-controles han ayudado a
indagar el efecto de la variabilidad genética y la susceptibilidad de la esquizofrenia.
Esta metodologia tiene el objetivo de buscar genes asociados con la enfermedad, a
la fecha en la literatura se hace referencia a aproximadamente 500 genes
candidatos con asociacion positiva 0 negativa para la esquizofrenia. Por ejemplo:
existen varios polimorfismos asociados a los receptores dopaminérgicos, como el
polimorfismo tipo VNTR del gen DRD4, el cual presenta mayor frecuencia de alelos
largos en pacientes con esquizofrenia (Genis y cols., 2011). Otro ejemplo, es el
haplotipo -250A/Ser9 del gen DRD3, este haplotipo de susceptibilidad se encontro
con mayor frecuencia en pares de hermanos afectados con esquizofrenia (Urraca y
cols., 2012). Recientemente estudios de asociacién del genoma complejo gwas (del
ingles; Genome-wide association studies) y de expresion génica por medio de
microarreglos han mostrado nuevos genes candidatos que podrian estar
involucrados en la esquizofrenia (Ng y cols., 2009; Woelk y cols., 2011).

Los estudios de ligamiento a lo largo del genoma (genome-wide) han
ayudado a identificar varias regiones cromosomales que presentan ligamiento, en
el meta-andlisis mas reciente, se proponen tres cromosomas con alelos y genes
asociados: 1q (NOS1AP, RGS4, UHMK1), 8p (PPP3CC Y NRG1)y 2q (ZNF804)
(Ng y cols., 2009). En el mismo sentido, recientemente analizamos el polimorfismo
VNTR del gen DRD4 en 60 familias con al menos un par de hermanos con
esquizofrenia, en las familias seleccionadas de la Ciudad de México se encontro
que, el polimorfismo puede estar etiologicamente asociado con la esquizofrenia
(Genis y cols., 2011).

El uso de estas metodologias, nos demuestran lo complejo que es poder

detectar genes etiologicos de la enfermedad, la falta de reproducibilidad de los
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resultados en estos estudios no permite asociar de manera consistente un gen con
la esquizofrenia.

Otro abordaje para la busqueda de genes candidatos han sido los estudios
de expresion génica a partir de la técnica de microarreglos de ADN, una valiosa
herramienta gendémica que permite el abordaje de enfermedades complejas, que
facilita la evaluacion global de la expresion de un gran numero de genes en
diferentes tejidos y/o condiciones fisiologicas, para determinar la expresion de
genes en todo el genoma. En el mismo sentido, también se ha estudiado la
expresion génica individual de genes de interés relacionados con la esquizofrenia
con técnicas como el RT-PCR y PCR tiempo real; sin embargo, los estudios son
pocos e inconsistentes por lo que es necesario analizar mas a fondo la regulacion
de los genes que han sido asociados con esta enfermedad.

Debido a esto, y en la busqueda de los genes responsables de las
enfermedades complejas, se ha buscado reproducir estas enfermedades en
modelos animales, con la ventaja de poder trabajar directamente con el cerebro

del animal como érgano blanco.

2.2 HIPOTESIS ETIOLOGICAS DE LA ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia se ha tratado se explicar mediante varias hipo6tesis que
plantean disfuncibn metabdlica en diferentes sistemas de neurotransmision
(neuroquimica), asi como alteraciones estructurales en el sistema nervioso central,
resultado de anormalidades en el desarrollo temprano del cerebro (neurodesarrollo)
o por factores de riesgo de tipo ambiental (por ejemplo, en los casos donde la
madre, durante el segundo trimestre de gestacion fue expuesta a virus de influenza y
de rubiola, a malnutricién, diabetes, tabaco o drogas de abuso), aumentando asi el
riesgo de complicaciones obstétricas y lesiones cerebrales en el feto, aunado a una
heredabilidad genética mayor al 80%.

Recientemente se ha planteado que la esquizofrenia es un problema de
neurodesarrollo genéticamente programado, que afecta la migracion neuronal y
varios de los sistemas de neurotransmision, alterando genes y vias metabdlicas. Es

importante recordar que el neurodesarrollo no termina con el nacimiento, sino que

16



continta a lo largo de la vida, aunque su extension y caracteristicas probablemente
varian de etapa en etapa (Kirkbride y cols., 2012).

Se propone que, el individuo con esquizofrenia tiene un neurodesarrollo
anormal, o de susceptibilidad a la enfermedad, al ser portador de variantes o locus
heredados asociados a la esquizofrenia; y que si ademas, si en su gestacion, éste
fue afectado por algun patégeno o lesion, la respuesta neuroinflamatoria anormal
impide la migracién y diferenciacion neuronal, haciéndolo mas vulnerable a factores
de estrés ambientales, que promueven la aparicion de los sintomas de la
esquizofrenia, principalmente durante la adolescencia (Walker y cols., 2002;

Kirkbride y cols., 2012; Venkatasubramanian y cols., 2013).

2.3 ESQUIZOFRENIA Y DOPAMINA

La dopamina es uno de los neurotransmisores que mas se han estudiado
en relacion con la esquizofrenia, pues algunos de sus receptores son blancos
farmacoldgicos de los antipsicéticos, es decir, aquellos tratamientos utilizados en
el manejo de la esquizofrenia.

Las neuronas dopaminérgicas se sitlan en varias regiones cerebrales y
transmiten informacion de una region a otra, mediante los axones que recorren
todo el trayecto de la via hasta los distintos destinos sinapticos (Jaber y cols.,
1996; Bahena-Trujillo y cols., 2000). La via dopaminérgica mesolimbica
(conexiones neuronales que se proyectan y comunican) comienza en el area
tegmental ventral (VTA, por sus siglas en inglés) y se conecta con el sistema
limbico. La via mesolimbica participa en procesos de recompensa, como la
respuesta conductual frente a estimulos de gratificacibn emocional y motivacion.
Se considera que el incremento en la actividad de la via mesolimbica puede
causar los sintomas positivos de la esquizofrenia (Jaber y cols., 1996, Bahena-
Trujillo y cols., 2000). Los receptores a dopamina estan asociados con la
etiopatogenia de varios padecimientos psiquiatricos, como la esquizofrenia, el

trastorno bipolar y la depresion, entre otros.

Se han identificado cinco receptores a dopamina (DI, D2, D3, D4, D5), los

receptores D1 y D5 pertenecen a la familia D1 y los receptores D2, D3 y D4,
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pertenecen a la familia D2; algunos receptores como el DRD2, el DRD3 y el DRD4
han sido identificados como blancos terapéuticos para el tratamiento de algunas

enfermedades mentales como la esquizofrenia.

Los receptores DRD2 se localizan, principalmente en el nicleo acumbens,
en el estriado, en terminales dopaminérgicas, dendritas y en el soma. El gen
DRD2 estd compuesto por 7 exones y 6 intrones, codifica para una proteina
transmembranal, localizada en el cromosoma 11g23. Se han identificado
diferentes isoformas producidas por splicing alternativo a este gen, la isoforma
pequefia tiene la funcién de regular la liberacidon de dopamina (autoreceptor). A
este receptor se le ha asociado con trastornos mentales como la esquizofrenia
(Serreti y cols., 2004) y el desorden obsesivo compulsivo en pacientes mexicanos
(Nicolini y cols., 1996).

El receptor DRD3 esta localizado en el area limbica, en amigdala, corteza
parietal, nucleo acumbens, y estriado (Sigala y cols., 1998). Se distribuye
principalmente en corteza parietal y temporal. El gen esta formado por 5 intrones y
6 exones, se localiza en el cromosoma 3q13.3, regulado por GTP. EI polimorfismo
ser9gly del gen DRD3 ha sido ampliamente asociado con la esquizofrenia por
medio de estudios de asociacion, asi como también en estudios de expresion

génica (llani y cols., 2001; Urraca y cols., 2011).

El gen DRD4 fue clonado y mapeado en el brazo corto del cromosoma 11
(11p15.5), esta constituido por 4 exones y 3 intrones. La secuencia nucleotidica
presenta regiones polimorficas tipo VNTR y SNP, en distintas regiones del gen,
como en el promotor y en los exones 1 y 3 (Van Tol y cols., 1992). En la
secuencia del exon Il se encuentra una region polimérfica tipo VNTR con
unidades de 48 pares de bases, estas pueden estar repetidas de 2 a 11 unidades
(Van Tol y cols., 1992; Franke y cols., 2000). Este polimorfismo ha sido uno de los
mas estudiados ya que forma una asa citoplasmatica en donde el receptor se une
a la proteina Gi para la inhibicibn de la adenilato ciclasa. Este receptor se ha
asociado con trastornos psiquiatricos, como la esquizofrenia, el desorden obsesivo

compulsivo, el Parkinson, y el trastorno de déficit por atencion.
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2.4 AREAS CEREBRALES RELACIONADAS CON LA ESQUIZOFRENIA

Se han descrito algunas areas cerebrales que se ven afectadas
mayoritariamente en la esquizofrenia, como las que a continuacion se describen:

El ndcleo accumbens es un componente del estriado ventral y esta
conectado al nucleo caudado y putamen. Se compone de neuronas espinosas
medianas que reciben informacion de las neuronas dopaminérgicas del area
tegmental ventral. La liberacién de dopamina en esta estructura regula al sistema
mesolimbico que participa en procesos de respuesta conductual frente a estimulos
de gratificacion emocional y motivacion; en la esquizofrenia estos estados de
animo se ven afectados (sintomas negativos) (Patestas y cols., 2008).

La amigdala es un grupo de nucleos en forma de almendra localizados
justo debajo de la corteza del polo medial anterior de cada |6bulo temporal, cada
uno tiene conexiones y funciones diferentes. Tiene abundantes conexiones
bidireccionales con el hipotalamo, asi como con otras areas del sistema limbico.
Se ha asociado con la asignacién de las emociones, especialmente el miedo y la
ansiedad (Patestas y cols., 2008). Por medio de estudios de imagenes, se ha
determinado que en pacientes con esquizofrenia el tamafio de la amigdala es
discretamente mas pequefio respecto a controles sanos (Mahon y cols., 2012).

El hipocampo est4 ubicado en la porcién medial del |6bulo temporal, se
extiende anterior a la amigdala y luego se estrecha conforme cruza de manera
posterior la superficie inferior del cuerpo calloso. El hipocampo (y las estructuras
contiguas del lI6bulo temporal, denominadas en conjunto formacién hipocampica)
posee numerosas conexiones con muchas porciones de la corteza cerebral, asi
como las estructuras basales del sistema limbico. Es conocido también por su
asociacion con la memoria y el aprendizaje (Patestas y cols., 2008), funciones que
se encuentran mermadas en la esquizofrenia.

La corteza prefrontal es la parte anterior de los I6bulos frontales del cerebro,
y se ubica frente a las areas motora y pre-motora. Esta regidon cerebral esta
involucrada en la planificacion de comportamientos cognitivamente complejos, en
la expresion de la personalidad, en los procesos de toma de decisiones y en la

adecuacion del comportamiento social. Se considera que la actividad fundamental
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de esta region cerebral es la coordinacion de pensamientos y acciones de acuerdo
con metas internas. La corteza prefrontal es una de las 4reas méas afectadas en
esquizofrenia, pues el paciente presenta decremento de actividad cognitiva en
varios dominios cognitivos, como en memoria inmediata o en funciones ejecutivas

(Harvey y cols., 2001).
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3 ANTECEDENTES PARTICULARES DEL TEMA

3.1 GENETICA Y EXPRESION DE DOPAMINA EN ESQUIZOFRENIA

El estudio tradicional de la esquizofrenia en humanos abarca estudios en
gemelos (Petronis y cols., 2003; Bonsch y cols., 2012), en individuos dados en
adopcion (Wicks y cols., 2010) y en familias; estos estudios han presentado
evidencias de la existencia de un componente genético en la etiologia de la
enfermedad, sin embargo, al buscar locus que pudieran estar participando en la
etiologia mediante estudios de ligamiento, los estudios son poco consistentes
(Escamilla y cols., 2009; Ng y cols., 2011; Genis y cols., 2012). Por lo cual, la
busqueda de genes candidatos para el desarrollo de la esquizofrenia, se ha
centrado en genes que quizad estan relacionados con alguna dimension de la
enfermedad o caracteristicas clinicas (endofenotipos) como la gravedad de los
sintomas positivos y negativos de la esquizofrenia (Glahn y cols., 2010).

La mayoria de los estudios reportados a la fecha son del tipo casos-
controles (Fanous y cols., 2012; Xu y cols., 2013), este tipo de estudios permite
observar si un alelo esta asociado o no con la enfermedad, sin embargo estos
estudios presentan algunas limitaciones, como la necesidad de grandes tamafos
de muestra, y la estratificacion poblacional, por lo que es necesario utilizar nuevas
metodologias, que ayuden a seguir estudiando las bases moleculares de la
esquizofrenia y poder proponer un biomarcador de la enfermedad. Una de la
técnicas propuestas para esto, es el estudio de la expresion genética a través de
diferentes técnicas, como PCR punto final, PCR tiempo real y microarreglos de
expresion en modelos animales.

El uso de microarreglos de expresion génica para la busqueda de
biomarcadores de diagndstico para los trastornos neuropsiquiatricos, es todavia
un reto. Sin embargo, recientemente una revisibn de los estudios que han
analizado la expresidn génica en las células de sangre de pacientes con trastornos
neuropsiquiatricos acepto la factibilidad de generar un marcador de diagnostico
para la esquizofrenia a través de esta metodologia (Woelk y cols., 2011; Chen y
cols., 2013).
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El estudio de la expresion de los receptores dopaminérgicos en pacientes
con esquizofrenia ha sido poco estudiado, por la dificultad inherente al acceso al
tejido de estudio (el cerebro), sin embargo, estudios postmortem de pacientes
tratados con antipsicéticos han revelado que existe mayor abundancia de
receptores D2, a diferencia de controles sanos no tratados (Barbanti y cols., 2000).
En otro trabajo se reporta que la expresion de los receptores D3 y D2 disminuye
en areas limbicas de pacientes con esquizofrenia (Zhang y cols., 2007).

Se han tratado de utilizar otros tejidos para el estudio de la expresion
génica, como el sanguineo, pero a pesar de que la relacion comparativa entre las
células de la sangre periférica y de los tejidos cerebrales todavia es polémica,
algunos investigadores han descrito datos experimentales a favor de este
paralelismo como una posibilidad para el estudio de los trastornos
neuropsiquiatricos (Zvara y cols., 2005; Kurian y cols.,, 2011). Se han
documentado varios estudios en linfocitos de pacientes de origen hdngaro con
esquizofrenia, donde se encontr6 sobreexpresion del gen DRD2 (Zvara y cols.,
2005; Kurian y cols., 2011). También el ARNm del gen DRD3 se encontré sub-
expresado en pacientes esquizofrénicos de diferentes poblaciones (espafiola,
alemana, suiza e israeli) (Tallerico y cols., 2001; Kénzig y cols., 2001; llani y cols.,
2001; Vogel y cols., 2004; Padin y cols., 2006). Recientemente Kawano y
colaboradores compararon la expresién de los genes de los receptores DRD3 y
DRD4 en pacientes con esquizofrenia, pero no encontraron diferencias (Kawano y
cols., 2012).

3.2 MODELO DE LESION NEONATAL EN HIPOCAMPO VENTRAL (LNHV)

El modelo de lesion en el hipocampo ventral en neonatos fue propuesto y
probado por Lipska y colaboradores en 1995, en este modelo se reproducen
algunos caracteristicas, relacionadas con los sintomas positivos y negativos de la
esquizofrenia como la inhibicidbn del prepulso sensorial, la hiperlocomocion, el
déficit de memoria y el decremento en interaccion social, comparados con algunos
de los sintomas en pacientes con esquizofrenia (Lillrank y cols., 1995; Lipska y
cols., 2000).
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El modelo de Lesion Neonatal en Hipocampo Ventral (LNHV), fue validado en el
afio 2000, mostrando que cumple con los tres criterios mas importantes a saber en

modelos animales:

a) Validez predictiva: Se han realizado varios trabajos, para comprobar la
irreversibilidad del modelo, se les han aplicando farmacos como anfetaminas para
exacerbar su conducta, revirtiendo los déficits al aplicar antipsicoéticos, con los que

se comprueba la reversibilidad del modelo

b) Validez de apariencia: Se observan algunos sintomas positivos
(hiperlocomocion) y negativos (decremento en interaccién social), asi como
deficiencia en la filtracion de las percepciones por medio de la inhibicion del

prepulso sensorial, y deterioro en la memoria.

c) Validez hipotética: EI modelo estd sustentado sobre la hipotesis del
neurodesarrollo, mostrando que el dafio provocado en las primeras etapas de vida
(estado neonato) puede afectar la conducta del individuo a largo plazo (Lipska y
cols., 2000).

El modelo de LNHV se induce por una lesion excitotdéxica en el hipocampo
de ratas neonatas, dando oportunidad a su posterior maduracién. Se ha
observado que en la etapa adulta, los animales lesionados presentan conductas
relacionadas con los sintomas positivos y negativos de la enfermedad, como es el
caso de la hiperlocomocion, la reduccion en la inhibicion por prepulso, el déficit de
memoria y el decremento en la interaccién social, entre otras (Le Pen y cols.,
2000).

Como se mencionod anteriormente, el modelo de LNHV esta basado en la
hipétesis del neurodesarollo, postulando que, en la esquizofrenia la migraciéon
neuronal esta alterada en el segundo trimestre de gestacion (primeros dias
neonatales en roedores), afectando varios de los sistemas de neurotransmision
relacionados en esquizofrenia (Lipska y cols., 2000). Se sabe que normalmente la

migracion neuronal y la formacién dendritica y sinaptica comienza en el segundo
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trimestre de gestacion y que continda a lo largo de la nifiez, hasta finales de la

adolescencia.

El modelo de LNHV tiene la ventaja de no utilizar farmacos, como en la
mayoria de los modelos utilizados en el estudio de la esquizofrenia y psicosis, por
el contrario se induce con una pequefia lesion excitotoxica (afectando cualquier
tipo celular) en el cerebro inmaduro y neuroplastico de los animales, dando
oportunidad a su posterior maduracién y re-acomodo (Lipska y cols., 2000, Genis
y cols., 2011)

Dada la dificultad de estudiar pacientes, el estudio de la expresion de los
receptores a dopamina en modelos animales es mas reciente, en modelos animales
de psicosis inducidos con endocanabinoides se reportdé que no hay cambios en los
niveles de expresion del receptor D2 (Malone y cols., 2007). En animales a los que
se les administr6 anfetaminas, ketamina o cocaina para simular la esquizofrenia, se
observé un incremento de la expresion del receptor D1 (Borowski., 1998, Seeman y
cols., 2007), Con respecto a la expresion de estos receptores en el modelo animal
de LNHV, Flores y colaboradores realizaron un estudio de expresion de receptores
dopaminérgicos (D1,D2 y D3) por medio de autoradiografia a los 41 dias de edad
en el modelo animal de LNHV y no observaron cambios en la expresion de esas
proteinas (Flores el al., 1996). El-rawas y cols, evaluaron la expresion de D2 por
medio de inmunohistoquimica en varias regiones cerebrales, pero sélo observaron
sobre-expresion a los 35 dias en el ndcleo putamen, y sub-expresion a los 65 dias
de edad (El-rawas y cols., 2009). Por lo que aun existe un campo importante de
estudio, la expresion de los genes dopaminérgicos y la busqueda de nuevos
marcadores mediante otras técnicas moleculares usando modelos animales con
caracteristicas que simulen la enfermedad.

Por otro lado, la investigacion de la esquizofrenia en modelos animales se
ha beneficiado con el estudio de la conducta animal, ya que las herramientas
estan disponibles para medir y evaluar cualitativamente y cuantitativamente el

comportamiento con la atencidon y el detalle necesario, asi como para la

24



evaluacion de areas y estructuras que en los pacientes se dificultaria estudiar,

como en el andlisis del cerebro.

El modelo animal de LNHV se basa en hipétesis del neurodesarrollo,
probablemente la lesion temprana simule el proceso de la enfermedad
produciendo caracteristicas similares a las que se encuentran en los pacientes
(Lillrank y cols., 1995), por lo que es un modelo ideal para estudiar caracteristicas

conductuales, moleculares y genémicas asociadas con la esquizofrenia.
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4. JUSTIFICACION

A pesar de que se han reportado varios genes asociados a la esquizofrenia,
los trabajos no son del todo concluyentes debido a la dificultad de replica
poblacional o a la dificultad para obtener suficientes muestras del érgano blanco
(cerebro humano). Los modelos animales nos permiten realizar estudios
farmacéuticos, conductuales y gendémicos en donde es posible efectuar la
busqueda de genes candidatos en las enfermedades que modelan utilizando el
cerebro como 6rgano principal de estudio (Dean y cols., 2004, Levine y cols.,
2005, Torrey y cols., 2005).

Dado que el modelo animal con lesion neonatal en hipocampo ventral
(LNHV) presenta caracteristicas conductuales parecidas a la esquizofrenia, tales
como reduccion en la sociabilidad y en la memoria, proponemos que este modelo
seria, un candidato experimental para observar las alteraciones moleculares,
como la expresion génica, tanto a nivel periférico como en el sistema nervioso
central. Por lo que, si en los animales con LNHYV es posible observar la regulacion
de la expresion de algunos genes en el cerebro, entonces a través del estudio con
este modelo, se podra proponer nuevos genes candidatos para la esquizofrenia,
gue podran ser corroborados mediante las técnicas de expresion, asociacion o

mapeo mediante linkage en humanos.

5 HIPOTESIS:

Los animales con lesién neonatal en el hipocampo ventral presentaran
diferencias dependientes de la edad en las conductas tipo esquizofrenia y cambios

en los niveles de dopamina y de expresion génica en diferentes areas cerebrales.
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6 OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL:

Estudiar los efectos de la LNHV sobre la conducta, los niveles de dopamina y la

expresion génica en ratas Wistar de 45 y 90 dias.
6.2 Objetivos particulares:

1.- Realizar un analisis comparativo del efecto de la lesion neonatal en hipocampo

ventral (LNHV) sobre el comportamiento de ratas macho, de 45 y 90 dias.

2.- Cuantificar la concentracion de dopamina en hipocampo, corteza prefrontal,
hipotalamo, estriado y nicleo acumbens de ratas con LNHV de 45y 90 dias y sus

posibles implicaciones en esquizofrenia.

3.- Comparar los niveles de expresion génica del ARNm de drd2 y drd3 en
hipocampo, corteza prefrontal y nacleo acumbens de ratas con LNHV de 45y 90

dias.

4.- Obtener y comparar los perfiles de expresion génica del hipocampo, la corteza
prefrontal y el nacleo acumbens de ratas macho con LNHV, de 45 y 90 dias

mediante microarreglos.
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7 METODOLOGIA:
7.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL:

En el presente trabajo se estandarizé el modelo animal de esquizofrenia por
lesién neonatal en el hipocampo ventral (LNHV). Una vez lesionados los animales
se sometieron a pruebas conductuales y bioquimicas en las etapas juvenil y adulta
(45 y 90 dias de edad, respectivamente). Estos animales fueron comparados con
un grupo falsamente lesionado (grupo “sham”) y uno sin manipulacién (grupo

“naive”).

Los grupos experimentales se subdividieron para los siguientes estudios: a)
andlisis conductual; b) obtencion de tejido cerebral y medicion de niveles de
dopamina mediante la técnica de cromatografia liquida de alta presién (HPLC) en
varias regiones cerebrales; c) verificacidon de la lesion en animales jovenes y
adultos; d) extraccion de tejido cerebral para la evaluacion de los perfiles de
expresion génica mediante PCR-tiempo real y microarreglos. En el siguiente
esquema se presenta el diagrama de flujo seguido en el presente trabajo.

’ Modelo animal de esquizofrenia |

\

Lesldn del hipocampo
ventral en neonatos

\

Pruebas conductuales 45 y 90 dias I

I Obtencién de tejldo sanguineo y/o cerebral

Cortes Histoldgicos / Extraccion de RNA

1 Cuantificacidn
Dopamina

V(‘n(l(:.‘u:lf)n dae la lesion HPLC
45 y 90 dias

Expresién de receptores

Expresion
Rn_drd2y Rn_drd3

microarreglos

Figura 1. Diagrama de flujo del trabajo experimental de este proyecto
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7.2 SUJETOS EXPERIMENTALES

Se trabajé con ratas Wistar prefiadas, colocadas individualmente en cajas de
acrilico (27 x 33 x 16 cm), con libre acceso al alimento y agua. El bioterio de
estancia se mantuvo en un ciclo de luz-oscuridad invertido (12 x 12 horas, la luz
fue encendida a las 10:00 PM). El manejo de los animales se llevo a cabo segun la
norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999, para el cuidado de los animales de

laboratorio (anexo 2).

7.3 LESION NEONATAL EN HIPOCAMPO VENTRAL (LNHV)

Después del nacimiento de las crias se formaron camadas con tres o cuatro
machos cada una, y entre los dias postnatales 5 al 7, cada cria (de un peso
aproximado de 15-17g) se asigno aleatoriamente a uno de los siguientes grupos:
a) grupo de ratas falsamente lesionadas o “sham”, b) grupo de ratas con lesion
de hipocampo ventral y c) grupo “naive” ratas sin manipulacion (como control de

los grupos sham y lesionados).

Lesion del Hipocampo ventral: Las crias de 5-7 dias de nacidos fueron
anestesiadas por hipotermia colocandolas en hielo por 12 a 15 minutos.
Posteriormente, se colocaron en un estereotaxico con un adaptador especial para
animales neonatos; a cada cria se le realizé una incision en la piel del craneo y se
le administrd 0.3 ul de acido iboténico (disuelto en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7.4)
directamente en el hipocampo ventral en un periodo de 2 minutos, con una canula
de acero inoxidable de 30-ga de grosor. Las coordenadas del hipocampo ventral,
de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (1997): antero-posterior (AP)-2.0
mm, mediolateral (ML) + 2.5 mm relativo a bregma y ventrodorsal (VD) -3.3 mm de
la duramadre. Posteriormente los animales se suturaron con hilo quirdrgico e
inmediatamente se pusieron bajo el calor indirecto de una lampara (40w) hasta la
recuperacion de su temperatura corporal. Posteriormente, los animales se
regresaron con sus respectivas madres hasta el momento del destete a los 21

dias de edad.
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La evaluaciones se realizaron entre los 45 dias de nacidos, precisamente al
inicio de la etapa puberal, en ratas macho se presenta entre los 40 y 45 dias
(juveniles) y a los 90 dias de nacidos, cuando los animales llegan a la etapa adulta
(adultos) (Knobil y cols., 2008). Se trabajaros estas edades porque en los
pacientes con esquizofrenia, los sintomas se empiezan a manifestar en la

adolescencia, consoliddndose hasta la etapa adulta (DSM-IV-R., 2000).

7.4 PRUEBAS CONDUCTUALES

Cuando los animales cumplieron 45 y 90 dias de nacidos se realizaron las
pruebas conductuales, en el siguiente orden: prueba de coordinacién motora,
prueba de campo abierto, prueba de reconocimiento de objetos, prueba de
inhibicion de prepulso, prueba de enterramiento defensivo, prueba de nado
forzado, prueba de interaccion social y prueba de plancha caliente. Antes de iniciar
con las pruebas, las ratas se aislaron (segun requerimientos de la pruebas
conductuales) durante 4 dias en cajas individuales (34 x 16 x 24 cm) y al quinto

dia se iniciaron las pruebas que a continuacion se describen.
7.4.1 Prueba de coordinacion motora

Dado que al realizar la lesion neonatal, no teniamos la certeza de alterar
centros motores, se decidi0 medir la coordinacion motora de los animales
lesionados sham y naive mediante un equipo llamado rotarod. Este consiste en un
rotor de 7 cm de didmetro girando a 11 rpm de velocidad. Los animales fueron
puestos a caminar sobre estos cilindros durante 5 min. Previo a la prueba, se
realizaron dos sesiones de entrenamiento de la misma duracion. En la prueba se
contaron el nimero de caidas del animal durante 5 min. (L6pez-Rubalcava y cols.,
1996). De tal modo, que si el animal permanecia caminando de forma coordinada
en el cilindro en movimiento, se podria afirmar que el animal presentaba buena

coordinacién motriz y que seguiria con las siguientes evaluaciones.
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7.4.2 Campo abierto

Para analizar la actividad locomotora, los animales se sometieron a la
prueba de campo abierto. Las ratas se colocaron individualmente en una caja de
acrilico (30 x 60 x 15 cm) con el piso dividido en 24 cuadrados. Se registro el
namero de veces que el animal entré en cada cuadro con las cuatro patas, por un
periodo de 5 min. Las mediciones se realizaron en un ambiente de oscuridad,
iluminado por una lampara roja (para no perturbar al animal y permitir la
observacion), colocada por encima (aproximadamente a 70 cm.) del campo
abierto. La prueba se grab6 para su posterior registro (Barros y cols., 2006, Mello
y cols., 2008). La prueba de campo abierto mide la locomocion del roedor, las
alteraciones de la ambulacion tienen relaciébn con los sintomas positivos de la
esquizofrenia (indicador de “schizophrenia-like behavior”) (Zendehrouh y cols.,
2009), debido al aumento de dopamina, causante de las alucinaciones y delirios,
por lo que esta prueba es la que mas se ha medido en los diferentes modelos

animales de esquizofrenia (Guo y cols., 2010; Sigurdsson y cols., 2010).

7.4.3 Reconocimiento de objetos

Esta prueba se basa en el comportamiento espontaneo de las ratas a
explorar diferencialmente objetos familiares y nuevos (Ennaceur y Delacour,
1988), esta prueba se utiliza para estudiar memoria de trabajo y atencion. La
prueba se dividi6 en tres sesiones (la habituacion, la familiarizacién, y las
sesiones de retencién) que se llevaron a cabo durante dos dias consecutivos en
un espacio libre de ruidos y en obscuridad con luz roja. La sesion de habituacion
es necesaria para que todos los animales se adapten al escenario experimental,
para ello se coloco a la rata en la caja experimental (40 x 30 x 20 cm) sin ningdn
estimulo especifico durante 15 minutos, 24 horas antes de la prueba.

En el segundo dia, se llevd a cabo la sesion de familiarizacion, en este
caso se coloco al animal en la caja de experimentacion con la presencia de dos
objetos idénticos (hechos de metal o madera, cilindricos y cubicos de 12 cm de

altura por 6 cm de ancho). Los objetos fueron colocados en el centro del piso, los
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animales exploraron los objetos libremente durante 10 minutos. Inmediatamente
después de la sesion de familiarizacion, las ratas se retiraron de la caja; 60
minutos mas tarde se realizd la sesién de retencion para probar la memoria del
animal. En este caso, uno de los objetos se cambiéo por un objeto nuevo y
diferente. La rata se introdujo en la caja y se permitié que explorara liboremente los
objetos por diez minutos. Durante este tiempo se grabd la conducta del animal.
Posteriormente se registrd el tiempo de exploracion (tiempo que pasan los
animales explorando los objetos con la nariz y/o patas delanteras) para cada
objeto. Para medir la funcion cognitiva se utilizé el indice de reconocimiento (RI),
se dividié el tiempo de exploracion del objeto nuevo por el tiempo total de
exploracion. El valor de RI=0,5 indica que los animales pasan una cantidad similar
de tiempo explorando el objeto familiar y el objeto nuevo, mientras que si valores
de RI es mayor a 0,5 indica preferencia de exploracion del nuevo objeto (Huerta-
Rivas y cols., 2012). La prueba de reconocimiento de objetos, mide la pérdida de
memoria de trabajo (medida a través del tiempo de exploracién de los objetos no
familiares), caracteristica frecuentemente descrita en la esquizofrenia (Casther y
cols., 2004).

7.4.4 Interaccion social

La prueba se realizé en un cilindro trasparente de 70 cm de diametro x 38
cm de altura colocado en piso de madera, en una habitaciébn obscura. Sobre el
cilindro se coloc6é una lampara de luz blanca (22 watts), segun parametros de
Flores y cols. Los animales se colocaron por parejas (un animal lesionado y uno
control con pesos similares) y durante diez minutos se grabd la conducta con una
camara de video (marca Sony). Una vez terminada la prueba los animales
regresaron al bioterio de estancia. En el video se registro el tiempo acumulado en
que los animales presentaban contacto social. Se considerd interaccion social
activa a las siguientes conductas: montas, luchas, olfateo, e interaccion lomo-
abdomen (Silva-Gomez y cols., 2003; Flores y cols., 2005). Dado que la reduccién
de la Interaccion social es uno de los sintomas negativos mas representativos en

la esquizofrenia, la prueba de interaccion social mide el deterioro de la
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sociabilidad de los animales, mediante la medicion del tiempo acumulado de

interaccion.

7.4.5 inhibicién de prepulso

La camara de experimentacion consiste en una caja oscura Yy Sono-
amortiguada que contiene un tubo de acrilico o inmovilizador (8,2 cm de diametro,
22 cm de longitud) con un acelerémetro montado debajo del tubo. El acelerémetro
estd conectado a una computadora con un software especial que convierte la
seflal del acelerbmetro en una sefal digital. EI animal se colocdé en el
inmovilizador cinco minutos antes de iniciar la pruebas (periodo de aclimatacién),y
por medio de la computadora se programaron los estimulos acusticos que se
transmitieron a través de un altavoz colocado 10 cm por encima del tubo de
acrilico. El ruido de fondo fue de 70 dB, después del periodo de aclimatacién, da
inicio la prueba con 6 ensayos que incluyen un estimulo sonoro de 120 dB de
pulso (amplitud basal), y un pre-pulso, de 15 dB por encima del ruido de fondo.
Los prepulsos siempre anteceden al estimulo de 120 dB por 100 ms. El intervalo
entre cada ensayo fue de 10/37s. Después de las pruebas, los inmovilizadores se
limpiaron con una solucion de jabén suave antes de colocar al siguiente animal.
La amplitud de sobresalto se calcul6 como el promedio de los 6 ensayos. El
porcentaje de prepulso (PP1%), se calculé de la siguiente manera: 100 - (amplitud
de sobresalto / amplitud de sobresalto basal) x 100. (Homberg y cols., 2011). La
prueba de inhibicion de prepulso, estd asociada con anormalidades en el
procesamiento de la informacién, evalla la capacidad de respuesta del individuo
ante un estimulo auditivo, asi como su procesamiento (Le pen y cols., 2002). De
tal forma que esta prueba, representa las caracteristicas conductuales asociadas
a las alucinaciones auditivas en el animal con caracteristicas tipo esquizofrenia
con LNHV.
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7.4.6 Nado forzado

Las sesiones de nado se llevaron a cabo en cilindros de vidrio individuales
(46 cm X 20 cm) con agua tibia (23 a 25 ° C) y 30 cm de profundidad de tal forma
que los animales no puedan tocar el fondo con sus patas. La prueba se realizé en
dos sesiones, un entrenamiento inicial de 15 miny 24 horas mas tarde se realiz6
una sesion de 5 minutos. Al terminar la prueba las ratas se retiraron de los
cilindros, se secaron con toallas, y se colocan en cajas previamente calentadas
durante 30 minutos, posteriormente las ratas se regresaron a sus respectivas
cajas de estancia (Mostalac-preciado y cols., 2011). Cada sesion de nado fue
video-grabada para su posterior andlisis. EI modelo de nado forzado, mide la
desesperanza conductual en roedores, esta prueba fue aplicada en el modelo
para evaluar la predisposiciébn de adquirir esta conducta posterior a la lesién
neonatal en hipocampo ventral; ya que la depresiébn no es una caracteristica o
sintoma presente en la esquizofrenia, se espera que no existan diferencias en la

conducta tipo depresién entre lesionados y naive.
7.4.7 Enterramiento defensivo

Esta prueba se realizé en un equipo de acrilico (34 x 16 x 24 cm). El
equipo, contiene un electrodo de 7 cm de largo en un costado de la caja que
emerge 2 cm por encima de una cama de aserrin fino. Cada vez que el animal
toca el electrodo puede recibir una descarga eléctrica de 0.3 mA. Ya que la fuente
del choque es un estimulo adverso, instintivamente el animal trata de esconder o
enterrar al estimulo. La sesiébn fue grabada durante 10 minutos para
posteriormente registrar el tiempo acumulado de enterramiento como indicador de
la ansiedad (Gutiérrez-Mariscal y cols., 2008). La prueba de enterramiento
defensivo mide ansiedad, ésta fue aplicada para evaluar la predisposicion de
adquirir esta conducta posterior a la lesion neonatal en hipocampo ventral; ya que
la ansiedad no es una caracteristica o sintoma presente en la esquizofrenia se

espera que los animales lesionados no la presenten.
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7.4.9 Plancha caliente

La prueba evalta los cambios en la nocicepcion, se utilizé en la bateria
conductual dado que en los pacientes con esquizofrenia se ha visto mayor
resistencia al dolor. Cada animal se introdujo en un cilindro de vidrio (20 cm de
diametro y 25 cm de altura) colocado en el centro de una placa metalica a 53 +
0,5°C. Dentro de los primeros segundos, el animal muestra la conducta de
lamerse las patas como respuesta concreta evocada por el estimulo térmico. La
latencia marca la aparicion de esta respuesta y se determina que la prueba debe
concluir antes de 30s para evitar dafio al tejido (Yaksh 1997). Se espera que los
animales con la lesibn muestren incremento en la latencia al lamido de patas, es

decir, menor nocicepcion.

7.5 VERIFICACION DE LA LESION

Después de los ensayos conductuales, los animales fueron anestesiados
para realizar la perfusion con paraformaldehido (4%) y solucion salina.
Posteriormente se obtuvieron los cerebros y se dejaron en paraformaldehido para
facilitar los cortes histologicos. Se realizaron cortes histolégicos coronales de (30
M) en el area del hipocampo (-1,8 a -4,8 mm con respecto a bregma) con un
microtdmo. Se realizaron cortes del grupo de animales lesionados, sham y naive,
posteriormente fueron tefiidos con violeta de cresilo-eosina, deshidratados, y
montados con resina acrilica o balsamo de Canada, para su evaluaciébn en un

microscopio de luz (marca Zeiss).
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7.6 CUANTIFICACION DE DOPAMINA

Se cuantific6 dopamina de diferentes aéreas del cerebro (en el hipocampo, la
corteza prefrontal, el estriado, el hipotdlamo y el nicleo acumbens) mediante
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) (BAS, West Lafayette, IN, EE.UU.)
siguiendo la metodologia ya estandarizada (Mostalac-Preciado y cols., 2011). Los
animales fueron sacrificados por decapitacion, los cerebros se retiraron y se
diseccionaron sobre hielo; las muestras se colocaron en tubos Eppendorf, e
inmediatamente se congelaron en hielo seco y se pesaron (el tubo vacio se peso
previamente para calcular el peso neto del tejido). A cada muestra se le agregé
acido perclérico (0.1N HCIO4) para posteriormente homogeneizar las muestras.
Las muestras fueron centrifugadas a 14.000 rpm por 20 min a 4° C. Cada
sobrenadante se separ6 y se almacend a -80°C, hasta su analisis por HPLC. La
fase mévil (0.64mM de sulfato octil de sodio, 0.52mM EDTA, 36.83mM NaH2P0O4,
10 mM de NaCl, 100 mL de acetonitrilo, pH 4,0) se bombeé a través de una fase
inversa-OD fase Il 3-m en una columna para catecolaminas (Grace Davison
Discovery Science, IL, EE.UU.) a una velocidad de flujo de 0.03ml/min. Las
concentraciones de dopamina se expresaron en ng de peso por gramo de tejido
(Kirby y cols., 1995; Mostalac-Preciado y cols., 2011).

7.7 ENSAYOS DE EXPRESION DE drd2 Y drd3

Después de realizar las pruebas conductuales, los animales se sacrificaron
para obtener tejido cerebral de distintas areas cerebrales (hipocampo, nucleo
acumbens y corteza prefrontal) para cuantificar los niveles de expresién de genes

dopaminérgicos (drd2 y drd3) por medio de la técnica de PCR tiempo real.

La técnica de PCR cuantitativa, da la posibilidad de detectar en tiempo real
la amplificacion del gen de interés. Para llevar a cabo esta deteccion se utilizaron
sondas tagman complementarias a una region intermedia de ADN. Esta sonda
lleva adherida una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe esta
fluorescencia, de tal forma que, cuando la sonda es desplazada de su sitio por

accion de la ADN polimerasa, la molécula fluorescente se libera del quencher o
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cebador, que permite la emision de fluorescencia al ser iluminada por un laser. La
cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR es
proporcional a la cantidad de ADNc que se esta amplificando. Para que sea vélida
esta técnica se requiere en paralelo una curva con un gen enddégeno que servira

como referencia basal de la florescencia.
7.7.1Extraccion de ARN total

Las regiones cerebrales disectadas (el hipocampo, el nacleo acumbens y la

corteza prefrontal), fueron congeladas inmediatamente hasta su uso.

El ARN fue extraido a partir de las areas de cerebro previamente
congeladas, estas se homogenizaron con Trizol, se adicioné cloroformo frio y se
dejaron reposar en hielo. Se centrifugaron por 15 minutos y se recupero la fase
acuosa a la que se le adicion6 isopropanol, posteriormente se centrifugaron por 10
minutos, y se les adicion6 etanol frio para nuevamente centrifugarse por 5
minutos. El botén de ARN presente en el fondo de los tubos, se re-suspendié con
agua DPEC.

7.7.2 Cuantificacion de ARN total

El ARN obtenido fue cuantificado mediante fluorometria de placa en el
equipo Fluoroskan Ascent (Thermo Electron Corporation, Vanta a Finland) usando
el kit Quanty-iIT Ribogreen Assay (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del
fabricante. La lectura del ARN se cuantifico en el fluorometro (Ex= 485 nm, Em=
538 nm).

En todos los casos, se utilizaron 2 ul del RNA total para electroforesis en
gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio para evaluar la integridad del
ARN por deteccion de las bandas correspondientes a las subunidades

ribosomales pequefia y grande, para descartar degradacion.
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7.7.3 Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNCc se realizd a partir de 500 ng de ARN total usando el
SuperScript™ I First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Segun instrucciones
del fabricante. EI ADNc obtenido fue directamente procesado por RT-PCR y/o

almacenado a -20 °C.
7.7.4 Ensayos de expresion de drd2 y drd3

La expresion del gen drd2 y drd3 se determind mediante PCR en tiempo
real en un equipo 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) a partir de
25 ng (50, 100 o 200ng) de ADNc usando sondas TagMan® Human drd2 FAM
(Hs00241436-m1) y human drd3 (Hs00945865 m1) (Applied Biosystems) en
ensayos multiplex (por triplicado), usando como gen enddégeno RNA ribosomal
(TagMan Ribosomal RNA Control Reagents (VIC® dye) (Applied Biosystems). Los

datos obtenidos fueron analizados por el método del C+ comparativo.

7.8 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA EN EL MODELO DE LESION
NEONATAL EN HIPOCAMPO VENTRAL MEDIANTE MICROARREGLOS DE
ADN

7.8.1 Impresion de las matrices

Se utilizaron cinco mil oligos de Rattus norvegicus (70-mer) de la biblioteca
Operon Oligo sets (http://www.operon.com/arrays/oligosets_overview.php) re-
suspendidos en una solucién Micro Spotting 50 uM (Array Brand Products) (Tabla
1). Los portaobjetos de 25x75 mm (SuperAmine TeleChem Internacional INC),
fueron impresos por duplicado, y fijados a 80°C. Para la pre-hibridacién los
portaobjetos se rehidrataron con vapor de agua a 60°C y se fijaron con dos ciclos
de luz UV (1200J). Las laminas fueron lavadas y secadas antes del proceso de
hibridacion (procedimientos estandar del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM).
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7.8.2 Marcaje del ADNc e hibridacion de los microarreglos de ADN

Un total de 10 pg de ARN total fue usado para generar ADNc marcado con
dUTP-Cy3 o Cy5-dUTP mediante el kit CyScribe Firds-Strand cDNA (Amersham).
La incorporacion de fluoréforo se analiz6 mediante el uso de la absorbancia a 555
nm para Cy3 y 655 nm para Cy5. Cantidades iguales de ADNc marcado fue
sometido a hibridacion en una solucion UniHyb (TeleChem Internacional INC)

sobre la matriz del microarreglo durante 14 horas a 42 ° C.

Tabla 1. Caracteristicas de los microarreglos de expresién de ADN.

NUmero de genes 5000

Fuente de informacion RGD/GenBank
Tamafio de las sondas 70 mer
Numero de aplicaciones por gen 2

Numero total de aplicaciones 10 368

*Oligos fabricados por compafiia Operon

El listado completo de los genes incluidos en el microarreglo con su nimero
de identificacion y su localizacion dentro de la laminilla puede ser consultado en la
pagina web de la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la

UNAM (http://microarrays.ifc.unam.mx/principal.html).

7.8.3 Lectura del microarreglo

Los grupos experimentales de ratas lesionadas LNHV del grupo juvenil y
adultas fueron marcadas con Cy5, mientras que los grupos experimentales sham
juveniles y adultas, fueron marcados con Cy3. Cada laminilla fue escaneada bajo
2 longitudes de onda (532 y 635 nm) en un escaner con microscopia confocal.
Las imagenes escaneadas fueron procesadas en el lector Virtek Chip mediante el
uso del Array Pro Analyzer software (Media Cybernetics). Este programa localiza a

cada spot o punto sobre el microarreglo con ayuda de reticula programada que
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calcula la densidad promedio de cada una de estas sefales, asi como del area
gue rodea a cada punto.

El programa calcula las intensidades medias (densidad de los pixeles en el
area definida), La razén entre los niveles de fluorescencia emitida por Cy3 y Cy5
en cada punto representa la expresion relativa de los transcritos de ARN que son
comparados de manera competitiva sobre el microarreglo que esta siendo

analizado.
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8 RESULTADOS:

8.1 EVALUACION DE LA CONDUCTA EN EL MODELO DE LESION NEONATAL
EN HIPOCAMPO VENTRAL

Para evaluar los pardmetros conductuales (rotarod, campo abierto,
reconocimiento de objetos, interaccion social, inhibicion de prepulso, nado forzado,
enterramiento defensivo, y nocicepcién), dependientes de la edad en los grupos
de ratas lesionadas, sham y naive, se utilizo el paquete estadistico SPSS versién

15y el programa Sigma Plot versién 10.0.

Los resultados conductuales se analizaron con la prueba de ANOVA de dos
vias con contrastes post-hoc y correccion de Tukey, para ver si las diferencias
obedecian al efecto de la interaccion entre la edad (45 o 90 dias) y el tipo de
conducta (tabla 2). Posteriormente se realiz6 un andlisis de ANOVA con
contrastes planeados por edad y el grupo de animales (naive, sham y lesionados),
dicha prueba indica el grupo que present6 diferencias estadisticas (tabla 3).

Tabla 2. Resultados estadisticos de las pruebas conductuales. Efecto de la interaccién de la
edad y el tipo de conducta.

Prueba F P
Campo abierto 5.460 0.006
Reconocimiento de objetos 1.71 0.018
Interaccion Social 2.03 0.041
Inhibicion de prepulso 2.56 0.049
Nado forzado 0.422 0.657
Enterramiento defensivo 0.132 0.876
Plancha caliente 0.65 0.87

Andlisis estadistico de las pruebas conductuales, Anova p <0.005 vs edad (h=+ 10-12 por grupo).

Como se observa, el analisis por edad (45 y 90 dias) nos demuestra que el
efecto de la interaccibn por edad es significativo para las pruebas de campo
abierto, reconocimiento de objetos, interaccion social e inhibicion de prepulso
(tabla 2).
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Tabla 3. Resultados estadisticos de las pruebas conductuales.

Prueba P naive vs | P sham vs | P naive vs | P sham vs | P lesionados juveniles

sham lesionados sham lesionados vs lesionados adultos
Juveniles Adultos

Campo abierto 1.0 1.0 1.0 0.001 0.001

Reconocimiento 1.0 1.0 1.0 0.023 0.021

de objetos

Interaccién Social 1.0 1.0 1.0 0.051 0.005

Inhibicion de | 1.0 1.0 1.0 0.048 0.038

prepulso

Nado forzado 1.0 1.0 1.0 1.0 0.556

Enterramiento 1.0 1.0 1.0 1.0 1.02

defensivo

Plancha caliente 1.0 1.0 1.0 1.0 1.05

Analisis estadistico de las pruebas conductuales, Se muestran los resultados del andlisis
estadistico con la prueba de ANOVA con contrastes planeados por edad y tipo de conducta. p
<0.005 naive vs sham, sham vs lesionado y lesionado juvenil vs lesionado adulto (n=+ 10-12 por

grupo).

El andlisis de contrastes planeados por grupo (lesionado, sham y naive) y el tipo
de conducta, describe que no existen diferencias conductuales entre el grupo de
animales naive y sham juveniles y adultos. Entre los grupos de animales sham y
lesionados, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
pruebas de campo abierto, reconocimiento de objetos, inhibicion de prepulso e

interaccion social (tabla 3).

Posteriormente, mediante la prueba estadistica de “t” de student con el
programa Sigma Plot 10.0., se realizaron analisis por grupo de edad, entre los
grupos juveniles y adultos, con comparaciones especificas: grupo de animales
lesionados vs grupo de animales sham, grupo de animales lesionados vs de
animales naive y grupo de animales naive vs grupo de animales sham; analisis

que a continuacion se presentan.

e La evaluaciéon de la coordinacibn motora mediante el rotarod en animales
con LNHV.

Se evalud cada uno de los animales para verificar que la lesion no tocara
centros motores, el 95% de los animales superaron bien la prueba, por lo que
siguieron con las evaluaciones conductuales. ElI 5% de los animales se

descartaron del estudio, porque su coordinacion motriz se vio alterada, al
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realizarles la necropsia de cerebro, se observo que presentaban infeccion severa,
posiblemente adquirida posterior o durante la cirugia. Los resultados muestran que
la lesion realizada en hipocampo ventral en neonatos no afect6 la coordinacion
motriz de los animales, ya que los animales respondieron adecuadamente a la

prueba de rotarod sin caer.
e Evaluacioén de la actividad locomotora en animales con LNHV

En la prueba de campo abierto, se encontré que la actividad locomotora de
los animales adultos con LNHV esta significativamente incrementada en
aproximadamente 30%, comparada con la actividad locomotora del grupo de
animales adultos sham y el naive (Figura 2). En relacién a los tres grupos de ratas
juveniles no se observaron diferencias significativas para la prueba de actividad
locomotora (Figura 2).
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Figura 2. Campo abierto. Se muestra el nimero de cruces promedio por cada 5 min, en el grupo
de ratas juveniles y adultas de 45 y 90 dias, respectivamente. Prueba de "t". *** <0.005 frente al
grupo control (n = 10 - 12 por grupo).
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e Evaluacion de la memoria mediante la prueba de reconocimiento de objetos

en animales con LNHV

En el grupo de ratas adultas lesionadas, se encontré una reduccion
significativa de aproximadamente del 20% en la exploracion hacia el objeto no
familiar, lo que se traduce en una deficiencia de memoria en comparacion con los
grupos control (grupos naive y sham). En el caso del grupo de ratas juveniles, el
tiempo acumulado de exploracion al objeto no familiar no present6 diferencias

estadisticamente significativas entre los tres grupos experimentales (figura 3).
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Figura 3: Reconocimiento de objetos. Efecto de la lesién neonatal en hipocampo ventral en la
frecuencia de exploracion, en el grupo de ratas juveniles y adultas de 45 y 90 dias,
respectivamente. Prueba de "t". *** <0.005 frente al grupo control (n = 10 - 12 por grupo).

e FEvaluacion de la interaccion social en animales con LNHV

En el grupo de las ratas adultas lesionadas se encontré6 un decremento
importante en la prueba, de aproximadamente del 50% en la interaccion social en

comparacion con el grupo de ratas control: el grupo sham y el grupo naive. Sin
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embargo, en los tres grupos de animales juveniles, no se observan diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo acumulado de contacto social. (Figura
4).
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Figura 4. Interaccion social. Efecto de la lesion neonatal en animales con LNHV. Tiempo de
contacto social, en el grupo de ratas juveniles y adultas de 45 y 90 dias, respectivamente. Prueba
de "t" *** <0.005 frente al grupo control (n = 10 - 12 por grupo).

e Evaluacion de inhibicién de prepulso en el modelo de LNHV

En el grupo de animales adultos lesionados se observé una disminucién en
el porcentaje de inhibicibn de prepulso de aproximadamente el 65%, en
comparacion con los animales falsamente lesionados y del grupo naive. En tanto
que el grupo de animales juveniles no se observarén cambios significativos en la
respuesta de inhibicién por prepulso como respuesta al estimulo sonoro (prepulso

o pulso) (Figura 5).

45



[ Naive
80 - =71 Sham
" Lesionado

40

20

% de inhibician

iy

G/

Jovenes Adultos

Figura 5: Inhibicion de prepulso. Efecto de la lesiéon neonatal en hipocampo ventral en la prueba
de inhibicién de prepulso. El grupo de ratas juveniles y adultas de 45 y 90 dias. Prueba de "t". ***
<0.005 frente al grupo control (n =10 - 12 por grupo).

e Evaluacion de la conducta tipo ansiedad en animales con LNHV

Para la evaluacion de una conducta tipo ansiedad en los animales con LNHV se
utilizé el modelo de enterramiento defensivo, para ello se compard el tiempo
acumulado de enterramiento, se comparo entre los grupos de animales juveniles y
adultos. Los resultados obtenidos mostraron que no hay diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los dos grupos (tabla 4). Cabe
mencionar que los valores de las pruebas que se muestran en la tabla 4, son
similares a las que se han observado en el laboratorio de conducta del
CINVESTAV sede sur, donde fueron evaluadas.
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e Evaluacion de la conducta tipo depresion en animales con LNHV

Para la evaluacion de la conducta tipo depresion en los animales con LNHV
se realizd el modelo de nado forzado. Con respecto a esta prueba, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas del tiempo acumulado de
inmovilidad, tanto en los grupos de animales juveniles lesionados, como en los
grupos de animales adultos (tabla 4).

Tabla 4: Pruebas de enterramiento defensivo y nado forzado. El comportamiento de

enterramiento defensivo y nado forzado en el grupo de animales juveniles y adultos lesionados en
hipocampo ventral.

Juveniles Adultos
Enterramiento defensivo Tiempo acumulado (s) | Tiempo acumulado (s)
Naive 62.00 + 29.27 99.00 + 96.63
Sham 104.0 £ 83.93 125.75 £79.35
Lesionado 96.50 + 69.70 119.45 + 90.08
Nado forzado
Naive 64.41 +41.29 54.83 £ 22.11
Sham 75.00 + 34.46 64.13 £30.27
Lesionado 72.36 £45.04 48.41 + 33.53

Los datos se expresan como valores promedio + S.E.M

e Evaluacion de la nocicepcion en animales con LNHV

Mediante la prueba de plancha caliente, se medi6é la nocicepcién en animales
juveniles y adultos del modelo LNHV. En esta prueba se evallan tres conductas:
el escalamiento, lamida de patas y el escape. Donde la lamida de patas es una
reaccion de reflejo al calor, el escalamiento es una reaccidon de escape y el escape
es un signo de dolor, momento en que se debe parar la prueba. Los resultados
obtenidos mostraron que no se detectaron diferencias estadisticas entre los
grupos de animales juveniles ni entre los grupos de animales adultos, comparados
con su grupo control. Para ninguna de las tres conductas evaluadas en la prueba

(escalamiento, lamida de patas y escape) (tabla 5).
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Tabla 5: Resultados de la prueba de plancha caliente entre los grupos de animales con
LNHV. No se encontraron diferencias en la nocicepcion entre las ratas juveniles y adultos,
lesionadas comparados con sus controles sham y naive.

Prueba de plancha caliente
Juveniles Adultos

Lamida de patas
Naive 6.600+4.278 8.400+1.140
Sham 6.900+3.178 8.125+1.553
Lesionado 5.364+1.120 10.444+2.404
Escalamiento
Naive 2.200+0.447 4.400+1.140
Sham 2.200+0.632 4.111+1.364

2.545+0.820 4.400+1.265
Lesionado
Naive 8.00 + 2.00 8.400 + 1.140
Sham 8.30 + 2.83 8.125+ 1.55
Lesionado 6.81+ 1.40 10.444 + 2.40

Los datos se expresan como valores promedio + S.E.M

En resumen, los resultados conductuales obtenidos para los grupos
juveniles con LNHV nos mostraron que no se observaron cambios conductuales
en las ratas macho lesionadas, ya que los animales tienen comportamientos muy
parecidos a los falsamente lesionados (sham), y a los no manipulados (naive) para
las diferentes pruebas, es hasta la etapa adulta cuando las diferencias

conductuales se vuelven estadisticamente significativas.

Los grupos de animales adultos con LNHV vs sham, si presentaron
conductas parecidas a la esquizofrenia, al ser evaluadas por medio de la prueba
de locomocion, interaccion social, reconocimiento de objetos e inhibicion de

prepulso.

Con respecto a las pruebas de nado forzado y enterramiento defensivo
evaluadas en el modelo de LNHV, no se observaron caracteristicas de depresion y
de ansiedad tal y como se muestra en la tabla 4. Por lo que estas pruebas nos
podrian hablar de la especificidad conductual del modelo de LNHV, pues en los
pacientes con esquizofrenia no se presenta depresidon ni ansiedad como

caracteristica de la enfermedad.
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8.2 VERIFICACION HISTOLOGICA DE LA LESION HISTOLOGIA DE CEREBRO

Se evaluaron cortes histologicos de los tres grupos de animales trabajados
(lesionados, sham y naive) estos, se compararon entre si, los animales falsamente
lesionados se compararon con los del grupo sham y el grupo naive, expuestos a
las mismas condiciones y pruebas conductuales. En los cerebros de ratas
lesionadas, se presenta pérdida de células por la atrofia, probablemente derivado
del dafio por la lesion neonatal y en respuesta a una posible regeneracion,
comparados con cortes de los grupos sham y naive.

La lesidn que se observa en los cortes histologicos del grupo juvenil, es mayor, se
observan cavidades o regiones ausentes de células, comparadas con los cortes
de los grupos sham y naive; probablemente estas cavidades se observen mas
grandes porque el lapso de tiempo que ha pasado desde la lesion es mas corto, y
su cerebro ha tenido menos tiempo para regenerar otras células, por lo que la
lesion se observa mas grande en el grupo de ratas juveniles en comparacién con

el dafio observado en el grupo de ratas adultas (figura 15)
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Figura 15. Verificacion de la lesion neonatal en hipocampo ventral en ratas juveniles y
adultas. Lesiones representativas, localizadas en los grupos de ratas sham vy lesionados, se
muestran cortes histolégicos de ratas juveniles (A y B) y adultas (Cy D). La fotografia A muestra un
corte coronal del cerebro lesionado de rata juvenil mientras que en la B se ilustra en el de un
animal falsamente lesionado. En la fotografia C se muestra un corte de cerebro de animal
lesionado adulto, en tanto que en la D el de un animal adulto falsamente lesionado. Las flechas

indican la lesién en ambos paneles.
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8.2 EVALUACION DE NIVELES DE DOPAMINA EN LOS ANIMALES DEL
MODELO LNHV.

Una vez que se observé que las ratas adultas con LNHV presentaron
conductas parecidas a la esquizofrenia se procedio a evaluar la concentracion de
dopamina en las aéreas cerebrales implicadas en esquizofrenia, para ello se
diseccionaron los cerebros de los grupos lesionados y los de animales control

juveniles y adultos.

Es importante sefialar, que como no se observaron diferencias
conductuales estadisticamente significativas, entre el grupo de ratas sham vs
naive. Se decididé, que la cuantificacion de dopamina y de los sucesivos
experimentos, Unicamente se utilizarian en los grupos de ratas adultas lesionadas

vs sham.

La concentracion de dopamina en el grupo de ratas adultas lesionadas fue
mayor en el area del hipocampo, y en la corteza prefrontal a diferencia de los
niveles detectados en el area del nucleo acumbens, del estriado y del hipotalamo,
en donde las diferencias no fueron estadisticamente significativa, en comparacion

con los valores del grupo de ratas sham (tabla 6).

Tabla 6: Niveles de dopamina en el hipocampo, la corteza prefrontal, el nicleo acumbens, y
el estriado en el grupo de ratas adultas.

Dopamina
Sham Lesionados
Hipocampo 9.2+5.0 157 + 58.7**
Corteza 164.2+ 25.7 93.6% 10.2*
Amigdala 36.20+ 16 4549 + 24
Nucleo acumbens 6047 + 1310 2784 = 609
Estriado 7874 + 1037 6952 + 2190

Niveles de dopamina en diferentes areas cerebrales. Los resultados son expresados en ng/g por
gramo de tejido. “t” de student .* *<0.005 vs control, *<0.05 vs control (n=+ 6)
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Aunque no se encontraron diferencias conductuales en las ratas juveniles
se midieron sus niveles de dopamina en los grupos del modelo de LNHV y en los
controles. La concentracion de dopamina fue menor en el &rea de la corteza
prefrontal y en la amigdala, a diferencia de las otras areas cerebrales evaluadas,
en donde las diferencias no fueron estadisticamente significativas comparadas con

el grupo de animales sham (tabla 7).

Tabla 7: Niveles de dopamina en el hipocampo, la corteza prefrontal, el nlcleo acumbens, y
el estriado en el grupo de ratas juveniles.

Dopamina
Sham Lesionados
Hipocampo 200.1+54.4 164.3+14.2
Corteza 251.2+54.5 11.8+£10.0**
Amigdala 307.4+£10.5 10.5+5.7*
Nucleo acumbens 9682.0+865.6 8716.4x413.9
Estriado 7874 + 1037 6040+2144

Niveles de dopamina en diferentes areas cerebrales. Los resultados son expresados en ng/g por
gramo de tejido. “t” de student .* *<0.005 vs control, *<0.05 vs control (n=z 6).

8.3 EVALUACION DE EXPRESION DE LOS GENES drd2 Y drd3.

Una vez evaluada la concentracién de dopamina en las diferentes regiones
del cerebro se procedié a evaluar la expresion de los genes que codifican para los
receptores dopaminérgicos drd2 y drd3 en linfocitos de tejido sanguineo y en tejido
cerebral (en el nucleo acumbens, el hipocampo y la corteza prefrontal) en los
grupos de ratas juveniles y adultas lesionadas y sham. Los resultados que se

obtuvieron son los siguientes:

Linfocitos: La expresion del gen drd2 en linfocitos tanto en el grupo de
animales del modelo LNHV en etapa juvenil como en el control sham fue muy

baja. Sin embargo, en el grupo de animales del modelo LNHV adultos, se observo
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una sobre-expresion la cual fue estadisticamente significativa (P=0.0002) con
respecto a los animales sham contol como se muestra en la figura 6. En cuanto al
analisis de los niveles de expresion del gen drd3 no encontraron cambios
estadisticamente significativos en los grupos lesionados y sham para los grupos

de animales juveniles y adultos (P=0.34) (figura 7).
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Figura 7. Expresion del gen drd2 en los linfocitos de los grupos ratas juveniles y adultos.

Resultados de la prueba de “t” de student vs los otros grupo. *** p=0.0005.

53



30

=

N\'g

] Sham
= Lesionado

Expresion relativa

Jovenes Aduttos

Figura 8. Expresion del gen drd3 en los linfocitos de los grupos de ratas juveniles y

adultos. Resultados de la prueba de “t” de student vs los otros grupos. * p=0.05.

Se sabe que la dopamina también participa en la regulacién del flujo
sanguineo, en particular el receptor a dopamina D2 se ha relacionado con la
regulacion periférica de la presiéon arterial (Zeng y cols., 2007). Dado que en los
linfocitos del modelo animal con LNHV los perfiles de expresion se obtuvieron
sobre expresados, se penso que esta molécula podria estar relacionada con este
hallazgo, por lo que se decidi6 evaluar méas a fondo los resultados en la expresion
de drd2 en linfocitos de los grupos de ratas lesionadas y sham. Se evaluaron
adicionalmente dos grupos de ratas espontaneamente hipertensas de 45 dias y 90
dias de edad. La expresion del RNAm del gen drd2 en los linfocitos de sangre
periférica en estos grupos fue muy baja. Por lo que se concluye que
probablemente la sobre expresion del gen drd2, fue por el efecto de la lesion en

hipocampo ventral neonatal y no por la regulacion periférica de la presion arterial.

El andlisis de los perfiles de expresion de los genes drd3 y drd2, también se

analizé por area cerebral, los resultados que se obtuvieron son los siguientes:
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Hipocampo: los niveles de expresion para los genes drd3 y drd2 en el
grupo de animales juveniles y adultos lesionados y sham, no se modificaron,

comparados con el grupo de animales sham (figura 8).
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Figura 9: Expresion de los genes drd2 y drd3 en el area del hipocampo. Se muestran los
niveles de expresion de los genes drd2 y drd3 en el hipocampo en el grupo de animales juveniles y

adultos. Resultados de la prueba de “t” de student vs los otros grupo. * p=0.05.

Corteza prefrontal: los niveles de expresion en el grupo de animales
adultos para el gen drd2 mostraron un decremento en la expresion,
estadisticamente significativa (P=0.003) sin embargo, para el gen drd3 no se

observaron diferencias en su expresion entre ambos grupos (P=0.56) (figura 9).
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Figura 10: Expresién de los genes drd2 y drd3 en la corteza prefrontal. Se muestran los
niveles de expresién de los genes drd2 y drd3 en corteza prefrontal en el grupo de animales

juveniles y adultos. Resultados de la prueba de “t” de student vs los otros grupo. * p=0.0005.

Nucleo acumbens: Los niveles de expresion en el grupo de ratas adultos
presentaron disminucién estadisticamente significativa para el gen drd3
(P=0.0004) en cambio, en el grupo de animales juveniles la expresion se mantuvo
sin cambios (P=0.45) (figura 10).
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Figura 11: Expresion de los genes drd2 y drd3 en el area de nucleé acumbens. Se muestran

los niveles de expresion de los genes drd2 y drd3 en nlcleo acumbens en el grupo de animales

juveniles y adultos. Resultados de la prueba de “t” de student vs los otros grupo. *** p=0.0005.
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8.5 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA EN EL MODELO DE LESION
NEONATAL EN HIPOCAMPO VENTRAL MEDIANTE MICROARREGLOS DE
ADN

Posteriormente para evaluar la expresion de otros genes de interés en
sistema nervioso en animales con LNHYV, se realizaron microarreglos de expresion
en los grupos de animales lesionados y sham. Se evalué parte del trascriptoma del
modelo animal de esquizofrenia inducido por LNHV en cuatro condiciones: grupo
de animales juveniles lesionados (LNHV), grupo de animales juveniles falsamente
lesionados, grupo de animales adultos lesionados (LNHV), grupo de animales
adultos falsamente lesionados.

En el grupo de ratas jovenes se registro un mayor nimero de genes sobre-
expresados, mientras que en las ratas adultas se encontr6 mayor numero de
genes sub-expresados (tabla 8).

Tabla 8. Anédlisis de los cambios de expresion génica en el modelo de lesién neonatal en

hipocampo ventral en ratas juveniles y adultos.

JUVENILES ADULTOS
(n) % (n) % Total (n) % (n) % Total
genes genes (%) genes genes (%)
N. 326 6,52 317 6,34 | 12,86 351 7,02 291 5,82 12,83
ACCUMBENS
C. 362 7,24 302 6,04 | 13,28 372 7,44 310 6,20 13,64
PREFRONTAL
321 6,42 329 6,58 | 13,00 351 7,02 333 6,66 13,68
HIPOCAMPO
3991 | 79,82 | 4052 | 81,04 | 60,86 | 3926 | 78,42 | 4066 | 81,32 | 59,84
SIN CAMBIO
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Figura 12. Porcentaje de genes que modificaron su expresion en el modelo de lesion
neonatal en hipocampo ventral en ratas juveniles y adultos.

Posteriormente se realizd6 un analisis de las rutas que mostraron
alteraraciones utilizando el programa Kegg (www.genome.jp/kegg/kegg2.html),
encontraron las siguientes rutas: las rutas metabdlicas de interacciones
neuroactivas ligando-receptor (>10 genes), sefalizacion de calcio (> 7 genes),
vias de cancer (>7 genes) y las vias implicadas en procesos inmunolégicos (> 7
genes). Cabe mencionar que hay genes que participan en 2 0 mas rutas.

Para un analisis mas robusto de cada tejido, se trabajo con los genes cuyos
valores de z-score fueron mayores a 2. Siguiendo el link de cada gen en la base
de datos Rat Genome Database (RGD) se obtuvo el nombre y la descripcion de
cada uno de ellos.

Debido a que las bases de datos muestran diversas rutas metabdlicas que
podrian ser afectadas por la lesion, y a que no todas estan relacionadas
directamente con el trastorno sino a procesos metabdlicos y a comunicacion
celular, solo se seleccionaron 15 rutas asociadas al sistema nervioso (Ver figura
12).
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Figura 13. Rutas metabdlicas de interés diferencialmente expresadas en el grupo de ratas
juveniles lesionadas vs sham. En color azul se muestra el nimero de genes sobre-expresados y
en color rojo los genes sub-expresados con z-score >2, la inicial indica la ruta metabdlica, y cada
linea representa un gen involucrado en la ruta metabdlica. En el panel A, se encuentran los genes
regulados en el nacleo acumbens, panel B, los genes regulados en la corteza prefrontal y panel C,
los genes regulados en el hipocampo.
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Figura 14. Rutas metabdlicas de interés diferencialmente expresadas en el grupo de ratas
adultas lesionadas vs sham. En color azul se muestra el nUmero de genes sobre-expresados y
en color rojo los genes sub-expresados con z-score >2, la inicial indica la ruta metabdlica, y cada
linea representa un gen involucrado en la ruta metabdlica. En el panel A, se encuentran los genes
regulados en el nlicleo acumbens, panel B, los genes regulados en la corteza prefrontal y panel C,
los genes regulados en el hipocampo.

Enla figura 13 se muestran los genes diferencialmente expresados en las
rutas relacionadas de sistema nervioso y que coinciden en mas de una de las
areas cerebrales de estudio. Las rutas de sefalizacion a calcio e interaccion
neuroactiva ligando-receptor, donde se identificaron mayor nimero de genes

afectados y con z-score altos, genes posiblemente involucrados en la enfermedad
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Figura 15. Genes diferencialmente expresados en las rutas de interés. Las intersecciones
contienen los genes que cambiaron su expresion en mas de una de las regiones evaluadas. En
color verde se muestran los genes sub-expresados y en color morado los genes sobre-expresados.

De este analisis se seleccionaron 7 genes como probables candidatos para
el estudio de esquizofrenia, 5 de ellos se han asociado previamente con
esquizofrenia, mientras que los dos genes restantes no habian sido relacionados
directamente con la enfermedad (Genis-Mendoza y cols., 2013), la basqueda de
genes candidatos para el estudio de enfermedades complejas y en especial en la
esquizofrenia resulta relevante dada su probable participacion en la enfermedad. A
continuacion se hace una breve descripcion de estos genes candidatos y se

describe su posible participacién en la esquizofrenia.
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Tabla 9. Genes candidatos obtenidos a partir del andlisis de parte del transcriptoma del

modelo de lesion neonatal en hipocampo ventral.

Simbolo Nombre Funcién Score- A Score- P Score- H
Limk2 LIM dominio cinasa Adaptador de proteinas que 4.710 4.834 2.659
2 participa en la sefializacion
después de la activacion de
células T.
Ppp3cb Proteina fosfatasa | Proteina fosfatasa dependiente 4.130 4.600 3.846
3, subunidad de calmodulina; desfosforila
catalitica, isoforma | factores nucleares de células T
beta activadas, puede jugar un papel
durante la atrofia del musculo
esquelético.
Dctnl Dinactina 1 Componente de los 3.378 4.717 4.042
microtubulos de dineina
activada por ATPasa, que actla
como un motor de microtibulos.
Cpz Carboxipeptidasa z | Esta enzima muestra actividad 4.061 3.461 3.253
carboxipeptidasa hacia
sustratos con bésicos residuos
C-terminales. Es més activa a
pH neutro
Jagl Jagged 1 Ligando responsable de la 2.625 3.254 2.036
activacion Notch1.
Ide Enzima Enzima involucrada en la 2.292 2.531 2.052
degradadora de degradacion de péptidos
insulina bioactivos incluyendo insulina,
beta-endorfina, péptido
natriurético auricular y beta-
amiloide.
Sodl Superodxido Cataliza la conversion de -2.193 -3.187 -3.301
dismutasa 1, superéxido a peréxido de
soluble hidrégeno y oxigeno molecular,
implicados en la respuesta al
estrés oxidativo.
Chrna4 Receptor Receptor colinérgico, nicotinico -2.909 -3.420 -2.814
colinérgico, alfa-4.

nicotinico alfa-4

Los genes propuestos como candidatos seleccionados a partir de los siguientes 3 criterios: 1)
Valores de score >2, 2) Expresion en més de un area cerebral, 3) participacion en rutas de interés.

Se muestra el simbolo del gen, el nombre, la descripcion biologica y los valores de score en
adultos de cada tejido. El nicleo acumbens (N), la corteza prefrontal (P), el hipocampo (H).
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Los genes Ppp3cb y Dctnl coincidieron en las tres &reas cerebrales
estudiadas (hipocampo, nacleo acumbens y corteza prefrontal), tanto en el grupo
de animales juveniles como en adultos, por lo que, probablemente tengan una

participacion importante en el modelo de LNHV y en la esquizofrenia.
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9 DISCUSION

En el presente trabajo, se analizaron las diferencias dependientes de la edad
en algunas conductas relacionadas con la esquizofrenia en el modelo animal de
lesion neonatal del hipocampo ventral (LNHV), para ello se midi6 la concentracion de
dopamina en diferentes areas cerebrales (el hipocampo, el nucleo acumbens, la
corteza prefrontal, el estriado e hipotalamo); asi como las diferencias en expresion

génica de genes dopaminérgicos (drd2 y drd3) y en parte del trascriptoma.

Los resultados mostraron que las conductas relacionadas con la esquizofrenia
se presentaron Unicamente en el grupo de animales adultos lesionados; ademas de
que se observo menor cantidad de dopamina en la corteza prefrontal y una mayor
cantidad en el hipocampo, probablemente asociados a los cambios en los perfiles de

expresion génica presentes en cada una de las areas evaluadas.
9.1 PARAMETROS CONDUCTUALES

Se evaluaron los siguientes parametros conductuales para determinar si los

animales lesionados neonatalmente presentaban conductas tipo esquizofrenia.

Prueba de coordinacién motora: La prueba de rotarod es importante para
observar la motricidad o coordinacion motora del animal, en este caso la utilizamos
para determinar si la operacién neonatal no interferia en la motricidad del animal a
evaluar, ya que si el animal presentaba anormalidades motoras este, se descartaria
del trabajo. La prueba de rotarod nos reveld que la lesion realizada en hipocampo
ventral en neonatos no afecté la coordinacion motriz de los animales, ya que los
animales respondieron adecuadamente a la prueba sin caer del equipo, previo

entrenamiento.

Campo abierto: La hiperlocomocion es considerada una conducta relacionada
con los sintomas positivos de la esquizofrenia (indicador de “schizophrenia-like”)
(Zendehrouh y cols., 2009), debido al aumento de dopamina causante de las
alucinaciones y delirios, esta caracteristica es la que mas se ha observado en los

modelos animales de esquizofrenia (Guo y cols., 2010; Sigurdsson y cols., 2010). En
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el modelo de campo abierto observamos una hiperlocomocién en el grupo de los
animales adultos lesionados, mientras que el grupo de animales juveniles lesionados

s6lo mostré una tendencia a incrementar la locomocion.

Aunque trabajos previos reportan hiperlocomocion en animales con LNHV y
evaluados a los 60, 70, 78, 84 y 150 dias de edad (Al-amin 2000, Rueter 2004,
Flores 2005, Alquicer 2007, Berg Yy cols., 2008, Contoy y cols., 2008). Se considera
que una rata macho es adulta a partir de los 56 dias de edad, ya que es el periodo
donde finaliza la pubertad (Knoil y cols., 2006) por lo que se concluye que la LNHV
induce hiperlocomocion en el grupo de ratas adultas. Pocos trabajos han estudiado la
hiperlocomocion en animales jévenes. En nuestro caso, observamos que las ratas
juveniles lesionadas presentaban tendencias a incrementar la locomocion pero ésta
no fue significativa. Flores y cols., en el 2005 compararon animales de 36 vs 65 dias
de edad y reportaron hiperlocomocion en ratas lesionadas, pero sélo a los 65 dias.
Este autor discute que posiblemente esta conducta se observa con mayor facilidad
hasta que los animales llegan a la etapa adulta (Flores y cols., 2005). Cabe
mencionarse que Lipska (2000) y Al-amin (2002) compararon también animales en
estas edades y encontraron que ambos grupos presentaron hiperlocomocion, sin
embargo, en estos trabajos la hiperlocomocién de los animales jovenes era menor
que la observada en los animales adultos. Por lo tanto, es posible que la
hiperlocomocion se presente en animales juveniles, pero, los resultados pueden
variar por la edad y por la forma de registro. En la tabla 10 se resumen los trabajos
gue han estudiado la conducta locomotora en el modelo de LNHV. Como se puede
ver en esta tabla, las formas de medir y de analizar los datos de locomocion de los
animales varian, por lo que posiblemente la forma de medir la prueba y el andlisis de

esta, pueden influir en la conducta de los animales.
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Tabla 10. Locomocién con el modelo animal de lesion neonatal en hipocampo ventral. Se
muestran los trabajos donde se ha medido locomociéon con el modelo de lesién neonatal en
hipocampo ventral.

Autores

35d

45d

56d

78d

86d

904

150d

Método

Resultado

Genis, presente
trabajo

X

Campo abierto, cajas de acrilico de 80x60x20cm, se
midié el ndmero de cruces por 5 minutos

Selncrementa solj
a los 90d.

Alquicer, 2004

Se aislaron por 8 semanas a partir del destete,
encajas de40x20x30 cm, se midi6 actividad , previa
adecuacion, se midieron cruces por 10 min

Se incrementa

Conroy, 2007

Los animales fueron separados por pares, a los 70
dias, les inyectaron solucién salina o etanol,
después de 60 min, se midié locomocién en cajas
43.2x 43.2 x 30.5 cm, la distancia se midié por
medio de sensores.

Se incrementa

Berg, 2008

60

Locomocion en campo abierto, actividad locomotora,
previa dosis de nicotina, en cajas de 43.2x43.2x30.5
cm

Se incrementa

Alquicer, 2007

Los animales se aislaron en 3 0 8 por caja a los 21
dias. A los 78 dias se midié actividad locomotora,
en caja cerradas, de 48x28x25, se cuantificaron los
movimientos por 10 min

Se incrementa

Flores, 2005

Actividad locomotora en cajas de
20x40x30medida por fotoceldas, por 60 min.

Se Incrementa so
a los 60d.

70

Se incrementa

Flores, 2005 Actividad locomotora a los 70 dias, por 60 min en caj

de 20x40x30 cm por fotoceldas

Rueter, 2004 84 Actividad locomotora en cajas de 42x42x30, se
midié por medio de sensores, por 5 min. La

hiperlocomocién se revierte con clozapina.

Lipska, 2002 X X Se midid distancia, y actividad en la caja de 42x42x3

por medio de sensores.

Al-amin, 2000 | x X X Pruebas de campo en cajas de 42x42x30, se

reportd hiperlocomocién en las diferentes edades

La edad se presenta con una “x”, si la prueba se realizé en la edad descrita en titulos de la tabla y
con un nimero si la edad difiere.

Reconocimiento de objetos: El deterioro cognitivo, reflejado como pérdida de

memoria de trabajo, es una caracteristica frecuentemente descrita en la
esquizofrenia (Casther y cols., 2004). En el modelo de lesién neonatal en hipocampo
ventral posiblemente el deterioro esté relacionado con el dafio en la corteza
prefrontal, derivado de la lesion en hipocampo ventral (Lipska y cols., 2002). En esta
prueba, el grupo de animales adultos lesionados neonatalmente en hipocampo
ventral, present6 pérdida de la memoria, ya que el tiempo de la exploracién del
objeto no familiar fue muy similar al tiempo de exploracion del objeto familiar (figura
4). La pérdida de memoria Unicamente se aprecié en el grupo de animales adultos
lesionados, ya que en el grupo de animales juveniles, aunque hay tendencias, no se
observaron cambios estadisticamente significativos. Anteriormente Chambers y cols.,

en 1996 demostraron el deterioro de memoria a los 25, 40 y 80 dias, mediante el
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laberinto radial, ya que los animales con lesion neonatal en hipocampo ventral
incrementaron el tiempo de exploracion en el laberinto, al igual que la latencia de
exploracion con reforzador de alimento (Chambers y cols., 1996). Lipska y cols.,
observaron en animales de 40 dias de edad (lesionados en etapa neonatal) una
reduccion significativa del tiempo de exploracion en el laberinto en T, cuando fueron
sometidos a estrés previo por restriccion de comida. En otros trabajos midieron
memoria mediante el laberinto elevado en T en animales de 56 dias post-operacion,
y también observaron reduccion de latencia de exploracion y mayor tiempo de
exploracion en el grupo de animales adultos lesionados (Wood y cols., 2003, Brady y
cols., 2009).

Es posible que las diferencias que estamos observando se relacionen con el
tipo de prueba, ya que la prueba de reconocimiento de objetos que nosotros
realizamos mide principalmente memoria de trabajo a corto plazo, a diferencia de los
otros trabajos anteriores, donde miden memoria por medio de laberinto en T y
laberinto radial donde miden principalmente memoria a largo plazo mediante un
reforzador, que generalmente es alimento. En la tabla 12 se resumen los trabajos

gue han estudiado memoria en el modelo de LNHV.

Tabla 11. Medicién de la memoria en el modelo de lesién neonatal en hipocampo ventral. Se
muestran los trabajos donde se ha medido memoria con el modelo de lesiéon neonatal en hipocampo
ventral.

Autores 35d | 45d| 56d | 90d | Método Resultado

Genis, presente X X Reconocimiento de objetos, 5 min en cada fase. Decremento

trabajo

Brady, 2009 X Laberinto en T, los animales lesionados exploraror] Decremento
mas tiempo en laberinto comparado con el sham.

Wood, 2003 X Laberinto elevado, exploracion 4 min, menor Decremento
memoria y mayor ansiedad

Lipska, 2002 X Laberinto en T, exploracion por 10 min, déficit de | Decremento
memoria en lesionados con respecto con el
sham

Chambers, 199€¢ 25 40 80 Laberinto radial, el déficit de memoria en las tres | Decremento en
edades, no se exacerba con anfetaminas. las 3 edades

La edad se presenta con una

“x”, si la prueba se realizd en la edad descrita en titulos de la tabla y

con un numero si la edad difiere.
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Interaccion social (IS): Uno de los sintomas negativos mas representativos en
la esquizofrenia, es el deterioro de la sociabilidad o la incapacidad de interaccion
social. Es interesante sefialar que la reduccion de esta conducta también se ha
observado en modelos farmacolégicos de esquizofrenia. Por ejemplo, en un modelo
en el que se administré fenilciclidina de manera crénica, se observdé un decremento
significativo en la interaccion social en animales adultos tratados con este farmaco
(Lee y cols., 2005). También en el modelo de LNHV se ha reportado un decremento
en la interaccion social en ratas lesionadas adultas (Lipska y cols., 2000), pero pocos

trabajos han analizado si hay diferencias dependientes de la edad.

En el presente trabajo encontramos que el grupo de animales adultos con
LNHV pierde el interés por interactuar con el otro roedor, ademas de mostrarse
retraidos. Sin embargo, en animales juveniles de 45 dias de edad se observan
niveles de interaccion social similares a los que presentan los animales controles
(sham o naive) de la misma edad (figura 3). Lipska y cols en 1997 compararon
animales de 35 y 56 dias de edad y no encontraron reduccién de la interaccion social
en ninguno de los grupos (Lipska y cols., 1997). Por otra parte, Sams-Doot y cols en
1997 compararon animales de 35 y 65 dias de edad con LNHV y encontraron que los
dos grupos tuvieron una interaccion social reducida en comparacién con el grupo
“sham” (Sams-Doot y cols., 1997). Se podria discutir que en el trabajo de Lipska los
animales que se toman como adultos son todavia jovenes y es posible que en estas
condiciones los efectos de la LNHV todavia no se expresen. Sin embargo, Sams-
Doot si encontro este efecto desde los 35 dias (tablal2) (Sams-doot y cols., 1997).
Alguicer en el 2004 observd en animales lesionados mayor reduccion del contacto
social a través de un aislamiento més restringido en donde, después del destete
aislaron a los animales (1 por caja) y (4 por caja), en comparacion con los animales
lesionados sin aislamiento (Alquicer y cols., 2004).Por lo que un estresor mas intenso

como el aislamiento, condujo a un mayor déficit en la interaccion social.

En nuestro caso, la prueba de interaccion social se realizé en una arena lisa
iluminada con luz blanca en donde se observo reduccion de la conducta social, tal y

como lo realizaron Flores y cols. en el 2005, donde determinaron reduccion de la
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interaccion social en animales de 62 dias de edad. (Flores y cols., 2005). En la tabla

11 se resumen los trabajos que han estudiado la conducta de interaccién social en el
modelo de LNHV.

Tabla 12. Interaccién social en el modelo de lesién neonatal en hipocampo ventral. Se muestran

los trabajos donde se ha medido interaccion social en el modelo de lesiéon neonatal en hipocampo

ventral.
Autores 35d | 45d | 56d 90 d | Método Resultado
Genis, presente Interaccion social en area negra lisa con 60 cm de diametro, L
. X X Sl . - . Disminuye
trabajo con luz blanca, se midié el tiempo de interaccién por 10 min
Con 2 dias de aislamiento, se midid interaccion social en caj| ~. .
Flores, 2005 No 60-62 acrilica de 80x90x30 por 10 min. Disminuye
Lipska, 2002 X X Se midi6é interaccion social en caja de madera (40x100x150 Sin diferencias
cm) por 10 min.
Rueter, 2004 X Arena pléastica (60x60x35 cm), por 5 min. Sin diferencias
Se realiz6 la prueba a los 90 dias, en piso negro de Decremento,
Becker, 1999 90 125 clorhidrato de polivinil de 100x100x40, por 7 min. solo a los 125 ¢
Se midid la prueba en, arena con grava gris de
Sams-doot, 1997 X 65 150x100x40 cm por 10 min, En ambas edades decremento Disminuye
de la interaccion social, revirtiéndose con el medicamento.

“y, "

La edad se presenta con una “x”, si la prueba se realizé en la edad descrita en titulos de la tabla y
con un numero si la edad difiere.

Inhibicién de prepulso: La esquizofrenia estd asociada con anormalidades
en el procesamiento de la informacién y atencion, la prueba de inhibicion por
prepulso evalla la capacidad de respuesta del individuo ante un estimulo auditivo,
2002).

observamos que la inhibicion del prepulso sensorial s6lo se present6 en el grupo

asi como su procesamiento (Le Pen y cols., En nuestro trabajo
de ratas adultas lesionadas, la evaluacion del grupo de animales juveniles
lesionados no presenta diferencias estadisticamente significativas con respecto a
las desviaciones estandar se

sus controles, aunque existe la tendencia,

presentaron muy grandes, especialmente en este grupo (figura 5).
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En pacientes con esquizofrenia, se establece que los pacientes presentan
reduccion del prepulso sensorial posiblemente derivado de la dificultad de filtrar
percepciones sensoriales en general como sonidos o la manera en que éstos los
filtran o procesan (Ago y cols., 2010), Esta prueba se ha usado en trabajos
anteriores en modelos animales para evaluar conductas tipo esquizofrenia
(Swerdlow y cols., 1998; Peleg-Raibstein y cols., 2008), encontrando en la
mayoria de éstos déficit en la inhibicion de prepulso (tabla 13).

Con el modelo de lesion neonatal en hipocampo ventral, la prueba se ha
realizado en animales de 56, 70, 100 y 120 dias de edad variando el nivel de
decibeles y el tiempo de exposicion al pulso y prepulso, hallandose inhibicién en
estas variables (Le Pen G y cols., 2002, Lynne y cols., 2004, Le Pen G Yy cols.,
2005, Risterucci et la., 2005, Kamath y cols., 2008) (tabla 13).

Nosotros observamos inhibicion de prepulso Unicamente en animales
adultos lesionados, como se ha reportado anteriormente, pero no observamos
inhibicion del prepulso en los animales lesionados de 45 dias de edad, ya que
para esta prueba no se tienen registros en animales jévenes, por lo que es

necesario seguir explorando los paradmetros en la prueba.

En la tabla 13 se resumen los trabajos que han estudiado la inhibicién de
prepulso en el modelo de LNHV. Como se puede ver en ésta tabla, la medicién,

los decibeles y la intensidad del sonido varian en cada una de las pruebas.
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Tabla 13. Inhibicidon de prepulso en el modelo de lesion neonatal en hipocampo ventral. Se
muestran los trabajos donde se ha medido inhibicién de prepulso en el modelo de lesion neonatal en
hipocampo ventral.

Autores 35d| 45d | 56d| 90 ¢ Método Resultados
Genis, presente X X | Ambientacién 5 min a 70 dB, prepulso 84 dB Inhibicién del prepulso
Trabajo por 20ms.Tiempo entre prepulso y pulso 205 ms, en adultos
pulso 120 dB, con 6 repeticiones.
Kamath, A 2008 X 120| Habituacién 5 min 120 dB de pulso, por 40m, | Inhibicion del prepulso
prepulso de 80 dB. en ambas edades
Risterucci, 2005 100| Habituacion 5 min 120 dB de pulso, por 40m, | Inhibicién del prepulso
prepulso de 70,75 y 80 dB. Inhibicién de prepulso
con 72,84 dB, pulso a 120 dB, por 45 ms.
Lynne, 2004 X Habituacién 5 min 120 dB de pulso, por 40m, | Inhibicion del prepulso
prepulso de 70,75y 80 dB. en todos los casos
Le pen, 2003 70 5 ms de aclimatacion a 68 dB, pulso120 dB con | Inhibicién del prepulso
una duracibn de 40 msec, el prepulso de
(72,76,80 o0 84 m), con 6 repeticiones, en todas
se reporta inhibicion. Observa que con glicina se
revierte.
Le pen, 2002 X 5 ms de aclimatacién a 68 dB, pulso120 dB con u| Inhibicién del prepulso
duracion de 40 msec, el prepulso de (72,76,80 o
m), con 6 repeticiones.

La edad se presenta con una “x”, si la prueba se realizé en la edad descrita en titulos de la tabla y
con un nimero si la edad difiere.

Nado forzado: Con respecto al modelo de nado forzado (Porsolt y cols., 1977),
es el mas usado en la industria farmacéutica para determinar el potencial
antidepresivo de nuevas drogas, por ejemplo, varios informes clinicos han postulado
que el antipsicético risperidona en dosis bajas puede ayudar en el tratamiento de la
depresion resistente a tratamiento, ya que risperidona facilita la respuesta
antidepresiva producida con fluoxetina o mirtazapina (Rogoz y cols., 2012). Lipska en
1993 reporta que la lesion neonatal en hipocampo ventral no induce caracteristicas
de depresién con la prueba de nado forzado, en animales lesionados de 35, 56 y 70
dias (Lipskay cols., 1993), resultados similares a los obtenidos en este trabajo.

Los resultados en la conducta nos indican que s6lo en la etapa adulta, se
observan cambios especificos en ratas con lesion neonatal en el hipocampo ventral
parecidos a los sintomas de esquizofrenia. Posiblemente las conductas sélo se
observen a esta edad por el fendmeno de pruning o poda neuronal. Se ha visto que
en pacientes, después de este proceso de poda neural (aproximadamente durante la
adolescencia), la mayoria de los sintomas de la esquizofrenia se observan con

mayor claridad, justo después de que se ha realizado la poda neuronal. En los
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adolescentes se dificulta observar con certeza sintomas relacionados con
esquizofrenia, razén por la cual el diagnostico de la enfermedad se realiza
tardiamente. Es importante no perder de vista este fenomeno en el modelo animal de
esquizofrenia, ya que las conductas de hiperlocomocién, déficit de memoria, déficit
de interaccion e inhibicion de prepulso, soOlo se presentaron en edad adulta, por lo
que posiblemente el fendmeno de pruning también se pudiera presentar en el

modelo.

Enterramiento defensivo: Las pruebas de ansiedad (enterramiento defensivo,
Pinel y cols., 1978) y depresion (nado forzado, Porsolt y cols., 1977) también fueron
aplicadas en este estudio para evaluar la predisposicién de adquirir estas conductas
posterior a la lesidbn neonatal en hipocampo ventral. Las pruebas se realizaron en el
grupo de animales juveniles y adultos lesionados, los resultados de las pruebas
revelaron que no habia diferencias entre los grupos lesionados y los falsamente
operados: Se sabe que la depresion y la ansiedad en pacientes con esquizofrenia no
es una caracteristica inherente de la enfermedad, ya que si éstas se presentan en
pacientes, es de manera atipica, e inconsistente (Buckley y cols., 2009), por lo que la
hipotesis del estudio puede ser sustentada por nuestros resultados.

Con respecto a la ansiedad, la medimos mediante la prueba de enterramiento
defensivo, sin encontrar conducta de ansiedad por efecto de la lesién, sin embargo,
Wood en el 2003, reporta mayor ansiedad, determinada mediante la prueba de
laberinto elevado, al igual que Sams-Dodd (1997), sin embargo no se habia
estudiado el modelo de enterramiento defensivo (Sams-doot y cols., 1997; Wood y
cols., 2003). EI modelo de enterramiento defensivo se basa en la caracteristica
instintiva de enterrar objetos adversos, considerando que a mayor enterramiento
mayor ansiedad y la prueba de laberinto en cruz se basa en la ansiedad exteriorizada
al explorar espacios abiertos y desconocidos, por lo que podrian existir diferencias en
el tipo de ansiedad que expresan los sujetos cuando en paralelo desarrollan

conductas tipo esquizofrenia.
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Plancha caliente: La prueba de nocicepcion, mide el dolor, dado que en los
pacientes con esquizofrenia se ha visto mayor resistencia al dolor, se realizé la
prueba de nocicepcion en los animales con LNHYV, para verificar esta asociacion.
Los resultados de la prueba muestran que, se no encontraron diferencias
estadisticamente significativas comparadas con sus controles, por lo que la lesidon
neonatal en hipocampo ventral, no afecto la capacidad de respuesta al dolor de los

animales lesionados.

9.2 EVALUACION HISTOLOGICA:

Con el fin de observar la lesion y confirmar el dafio producido por el acido
iboténico desde la etapa neonatal. En etapa juvenil (45 dias) y en etapa adulta (90
dias) posterior a la realizacion de las pruebas conductuales, se sacrificaron y
perfundieron los animales. Se revisaron aproximadamente 20 cerebros de ratas
juveniles (10 sham y 10 lesionadas) y 20 de ratas adultas (10 sham y 10
lesionadas), asi como 10 cerebros de ratas sin manipulacion (naive) (5, juveniles

y 5 adultas), obteniendo fotografias representativas por edad.

Se realiz6 la perfusion con paraformaldehido al 4 % y solucién salina. Una
vez fijado el cerebro, se incluyé en parafina, para posteriormente realizar los
cortes histolégicos. Los cortes se realizaron en un microtomo (30-40 my) y se
montaron en portaobjetos previamente tratados, se tifieron con violeta de cresilo, y

hematoxilina-eosina para observarlos y evaluarlos en el microscopio.

Trabajos previos reportan Unicamente el dafio en animales adultos (56 y 65
dias), por lo que nosotros evaluamos el dafio, tanto en la etapa adulta a los 90
dias, como en la etapa juvenil (45 dias) ya que demostramos que la conducta tipo

esquizofrenia solo se hace evidente en edad adulta.

Los cortes histolégicos del cerebro del grupo adulto (a los 90 dias), se

observaron lesiones muy similares a las ya publicadas en donde se describe
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desarrollo de gliosis (Lipska y cols., 1996; flores y cols., 1999), y distintos tipos de

lesion. Con lo que demostramos que se realiz6 exitosamente la lesion neonatal.

Los cortes histologicos de cerebro que se realizaron en el grupo de animales
juveniles (a los 45 dias), presentaron una lesibn de grandes dimensiones
especialmente sobre el hipocampo y la corteza en comparacion con los animales

falsamente lesionados (Figura 17).

Conductualmente los grupos juveniles de 45 dias (sham, lesionados y naive)
presentaron una conducta similar, es decir, no presentan conductas tipo
esquizofrenia, pese a que es posible identificar la lesion en el corte histolégico, lo que
sugiere que la expresion conductual de signos tipo esquizofrenia es resultante de un
proceso de lenta instauracion. Sin embargo, en la etapa adulta a los 90 dias, si se
presentan las conductas tipo esquizofrenia, la lesién sigue presente, aunque en
dimensiones mas pequefias. Posiblemente en el animal juvenil se produzca
regeneracion neuronal, reparacion y/o neurogénesis, Yya que se sabe que el
hipocampo tiene esta potencialidad. (Haukvik y cols., 2010). Aparentemente en la
etapa adulta el hipocampo esta reparado, pero el dafio provocado a la region
prefrontal se mantiene, reflejAndose en las conductas evaluadas tipo esquizofrenia.
Hasta el momento no hay evidencia sobre los fenbmenos de regenerativos en este
modelo animal de LNHV, por lo que el presente proyecto abre nuevas lineas a

investigar.

9.3 EVALUACION DE NIVELES DE DOPAMINA (NEUROQUIMICA)

La esquizofrenia se caracteriza por presentar disfuncion bioquimica y
anatomica en el cerebro, se ha visto que algunos sistemas de neurotransmision,
como el dopaminérgico, se encuentran alterados en pacientes con esquizofrenia.
Actualmente se sabe que pacientes con esquizofrenia presentan mayor cantidad de
dopamina en la regidbn mesolimbica relacionada con la presencia de los sintomas

positivos de la enfermedad (tales como delirios y alucinaciones) y menor cantidad en
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la corteza prefrontal relacionada con los sintomas negativos (tales como anhedonia,

y abulia) y el dafio cognitivo (Urban y cols., 2012).

Uno de los sintomas més representativos de la enfermedad son los delirios y
alucinaciones mismos que han sido relacionados con mayor cantidad de dopamina
en hipocampo, asi como una menor cantidad en la corteza prefrontal (Urban y cols.,
2012).

En el presente trabajo se midié la cantidad de dopamina en areas del cerebro
relacionadas con la esquizofrenia, como es la corteza prefrontal, el hipocampo, la
amigdala y en el nucleo acumbens. Estas regiones ademas de relacionarse con la
esquizofrenia, también se relacionan con la cognicién y memoria (Gutierrez-Galve y
cols., 2010). De la misma forma, también se estudi6 el estriado, regiéon con actividad
dopaminérgica que no ha sido relacionada con la esquizofrenia, pero que se incluye
Unicamente como control porque es rica en terminales dopaminérgicas pero participa

en la regulacién de la motricidad.

El andlisis de la concentracion de dopamina en el grupo de animales
lesionados jévenes no presentd cambios estadisticamente significativos, excepto en
la corteza prefrontal y en la amigdala, donde se observdé un decremento en la
concentracion de dopamina; decremento que se acentla en el grupo de los animales

adultos lesionados.

En el presente trabajo encontramos disminucién de dopamina en la corteza
prefronatal, lo cual confirmd la hip6tesis del estudio. Esta disminuciéon fue reportada
por Alquicer en el 2003 a los 78 dias de edad en animales lesionados, nosotros
también observamos esta disminucion en las ratas adultas. Varios autores indican
que el deterioro cognitivo asociado a la esquizofrenia se relaciona con la diminucion
de la dopamina en la corteza prefrontal (Abdul-Monim y col., 2006; Wonodi y col.,
2010), ya que usando otros modelos como el de fenilciclidinas y la lesidn quimica con
6-hidroxydopamina en la misma corteza (ya que inducen la destruicion de neuronas
en la via dopaminérgica), se produce en el animal un déficit de memoria y deterioro

cognitivo (Clinton y cols., 2006). En el presente trabajo, observamos que, en la edad
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adulta se presentd deterioro de memoria en una prueba de reconocimiento de
objetos, asi como disminucién en el prepulso sensorial, estos datos se podrian
relacionar con la disminucién de dopamina en la corteza prefronatal teniendo
comprometida esta area con déficit cognitivo, como se ha reportado en pacientes

con esquizofrenia (Toda y col., 2007).

El analisis de dopamina en hipocampo de animales adultos con LNHV,
mostré un incremento significativo con relacion a los grupos controles, el
incremento de dopamina en hipocampo, fue reportado anteriormente por Alquicer
en el., 2003 en animales de 78 dias de edad, nosotros seguimos observando el
incremento a los 95 dias. Segun la hipétesis de la dopamina, los episodios
psicoticos (periodos de alucinaciones y delirios) se desencadenan
especificamente por la activacion de receptores dopaminérgicos. Actualmente se
sabe que pacientes con esquizofrenia presentan mayor cantidad de dopamina en
la regidbn mesolimbica relacionada con la presencia de los sintomas positivos de la
enfermedad y menor cantidad en la corteza prefrontal relacionada con los

sintomas negativos y el dafio cognitivo.

9.4 EXPRESION DE RECEPTORES DOPAMINERGICOS

Se obtuvieron los niveles de expresion génica del ARNm de drd2 y drd3 en
hipocampo, region prefrontal y nicleo acumbens de ratas Wistar macho, juveniles
(45 dias) y adultas (90 dias) con LNHV, con el fin de comparar los niveles por

edad y area cerebral.

Se cuantificaron los perfiles de expresién de drd2 y drd3 en el hipocampo, el ntcleo
acumbens y la corteza prefrontal en ratas juveniles y adultas comparadas con el
grupo control (sham y naive). Se observo que en la etapa juvenil no se encontraron
cambios de expresion en ninguno de los tejidos estudiados. Flores y colaboradores
anteriormente realizaron un estudio de expresion de receptores dopaminérgicos en el
modelo de LNHV por medio de autorradiografia a los 41 dias de edad y no
observaron cambios en la expresion de los receptores D1, D2 y D3 (Fores el al.,
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1996). El-rawas también evalud la expresion de D2 por medio de inmunohistoquimica
en varias regiones cerebrales, pero solo observé cambios en el nucleo putamen (El-
rawas y cols., 2009). Quiza los niveles de expresién son regulados hasta la etapa
adulta, relacionandose con los cambios conductuales y neuroquimicos que también

observamos en nuestras evaluaciones como se discute mas adelante.

Con respecto al grupo de animales adultos con LNHV, se observé en corteza
prefrontal una tendencia de disminucién del RNAm para drd3 y una clara disminucion
de la expresion del RNAm para drd2 comparado con los controles (sham y naive)
(Figura 11). Anteriormente Flores y cols, reportdé por medio de autorradiografia, que
no observé cambios en la expresién en esta molécula en animales de 62 dias, igual
que Lipska en animales de 56 dias (Flores y cols., 1996, lipska y cols., 2003).
Posiblemente la regulacion de la expresion de drd2 se presente en edades
posteriores, ya que nosotros detectamos estas diferencias Unicamente en animales
de 90 dias. La regulacién de la expresion de genes en corteza prefrontal en el grupo
de ratas adultas para drd2 puede indicar efectos tardios del desarrollo neurolégico.
La corteza prefrontal, depende embriol6gicamente del hipocampo y la poda sinptica
en la etapa juvenil puede contribuir a los resultados presentados (Teicher y cols.,
2002). En ratas, la poda neuronal para receptores drdl y drd2 se produce durante la
peri-adolescencia periodo que oscila entre los dias 42-44. Se ha descrito en
humanos, que después de esta poda, es posible observar los sintomas de la
esquizofrenia (Rakic y cols., 2000; Teicher y cols., 2002), por lo que posiblemente en
este modelo, también estamos observando los efectos de la poda, ya que en la etapa
juvenil, no hay cambios conductuales relacionados con esquizofrenia, tal y como lo

podemos observar en la etapa adulta.

Con respecto a la expresion del RNAm de hipocampo, no se observaron
cambios estadisticamente significativos en la expresiébn para drd2 y drd3,
aparentemente la expresion en esta area se logra “recuperar” del dafio producido por
la LNHV.

En cuanto a la expresion de estos receptores en el ndcleo acumbes, Se

observo disminucion de la expresion del RNAm de drd3 en el grupo de animales
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adultos lesionados, como se reporta en un trabajo anterior con autorradiografia a los
62 dias (Flores y cols., 1996).

De la misma forma, se observo disminucidon del trascrito de drd2 en el grupo
de animales adultos (sham y lesionados) comparado con el grupo de animales
juveniles (sham y lesionados), aparentemente, es un proceso normal en dopamina,
derivado de la poda neuronal (Figura 3C), esta hipoétesis habla de que los receptores
de dopamina se producen en exceso antes de la pubertad (dia 40), y que a partir del
dia 40, hay un ligero decremento “normal” de los receptores D2 en el nucleo

acumbens (Teicher y cols., 2002).

Con respecto a la evaluacion de la expresion en linfocitos, en la etapa juvenil,
observamos que la expresién para drd3 no presenté cambios estadisticamente
significativos, sin embargo, se presenta sobre-expresion del drd2 Unicamente en el
grupo de animales adultos lesionados, aunque sabemos que los receptores
dopaminérgicos pueden participar en la regulacién de la presién sanguinea y que
posiblemente la expresién de este receptor pudiera estar relacionado con ésta, se
realizaron experimentos complementarios con una cepa de ratas espontaneamente
hipertensas para descartar la influencia de la presion arterial sobre la expresion del
gen drd2 (figura 9). Es importante sefialar que a pesar de los cinco receptores
dopaminérgicos estan presentes en los linfocitos de sangre periférica, la literatura
indica que la expresion de drd2 no se observa en los animales sanos sin
manipulacion (Caronti y cols., 1998). Por esta razén, no fue posible observar la
expresion ni en el grupo falsamente lesionado (sham), ni en grupo hipertenso, por lo
tanto, la expresion de drd2 en los animales lesionados podria estar directamente
relacionada con la lesion neonatal en hipocampo ventral. En la actualidad hay pocos
informes sobre los receptores dopaminérgicos en el modelo de NLVH vy los
mecanismos moleculares faltan por descifrarse. Recientemente se publico que drd2
se encontré sobre-expresado en pacientes con esquizofrenia, por lo que lo proponen

como biomarcador en sangre periférica (Zvara y cols., 2005, Kurian y cols., 2011).
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En la tabla 14 se resumen los trabajos que han evaluado la expresion de
receptores dopaminérgicos en el modelo de LNHV. Como se puede ver en la tabla,
se evaluaron dos areas en comun (la corteza prefrontal y el nldcleo acumbens),
ademas de otras aéreas distintas (el hipocampo y los linfocitos), en comparacioén a
las que se han medido en otros trabajos, Se utilizo la técnica de PCR-TR en lugar de
autorradiografia o hibridacion in situ, teniendo la ventaja de ser una técnica mas
sensible, por lo que las formas de evaluar la expresion podrian variar el resultado
final, por lo que es necesario seguir realizando mediciones de expresion del RNAm y
de proteinas en las mismas aéreas evaluadas y en otras areas cerebrales de

interés.

Tabla 14. Expresion de receptores dopaminérgicos en el modelo de lesi6bn neonatal en
hipocampo ventral. Se muestran los trabajos en donde han evaluado la expresién de receptores

dopaminérgicos en el modelo de lesion neonatal en hipocampo ventral.

Autor

Métodos

Resultados

Genis, presente
trabajo

Se midid la expresién del RNAm de drd2 y
drd3 en corteza prefrontal, nicleo
acumbens, hipocampo y linfocitos, a los 45 y
90 dias post operacién, mediante PCR-TR.

Los niveles de expresion para drd2 en
linfocitos aumentaron, pero en nucleo
acumbens y corteza prefrontal
disminuyé. Para drd3, no se presentaron
cambios de expresidn, excepto en nucleo
acumbens.

Lipska, y cols.,
2003

Por medio de hibridacion in situ se observa
la expresion de D1, D2 y D3, en estriado y
en corteza prefrontal a los 56 dias

No hay diferencias de expresion en
ninguna de las proteinas evaluadas.

El-rawas y cols
2009

A los 35y 65 dias por medio de hibridacién
in situ se observo la expresion de DRD2 y
DRD1 en nucleo acumbens.

Para D1 solo se observo menor
expresion en caudado puatamen, a los
65 dias y para D2 también en caudado
puatamen, a los 35 dias se sobreexpresa
y a los 65 disminuye.

Flores, 1996

Se midio la expresion de DRD1,DRD2 y
DRD3, por medio de autorradiografia a los
el 41y 62 dias.

Los niveles de expresién de drd3, se
reduce notablemente a los 62 dias en el
nucleo acumbens, tubérculos olfatorios, y
las islas de Calleja. Un pequefio pero
significativo aumento en los receptores
DI también fue visto en el caudado
putamen a los 62 dias, mientras que
ningun cambio significativo en la
expresion general de los receptores D2.
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9.5 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA EN EL MODELO DE LESION
NEONATAL EN HIPOCAMPO VENTRAL MEDIANTE MICROARREGLOS DE
ADN

Adicionalmente se observo la expresion de genes del sistema nervioso
central en animales con LNHV, juveniles y adultos mediante la técnica de

microarreglos.

Debido a la gran cantidad de datos derivados de los microarreglos gran
parte del analisis se limitd a genes con valores de z-score mayor a dos, y a las
rutas metabdlicas relacionadas con trastornos mentales (figura 13).

En el grupo de ratas jovenes se registrd6 un mayor numero de genes sobre-
expresados, mientras que en las ratas adultas hubo mayor nimero de genes sub-
expresados, esto nos sugiere que posiblemente la lesion provocd apoptosis

neuronal, suprimiendo la expresion de muchos genes (figuras 14 y 15).

Grupo de genes con z-score >2 y <-2

En este corte se detectaron 7 genes de interés que regularon su expresion
génica en las tres areas cerebrales evaluadas (el nucleo acumbens, la corteza
prefrontal y el hipocampo). Las rutas de sefializacion con mayor nimero de genes
regulados fueron: calcio e interaccién neuroactiva ligando-receptor, mientras que
las vias de diferenciacion y funcidon neuronal, respuesta neuroendocrina y

comportamiento, tuvieron una menor participacion de genes regulados (Figura 13).

Grupo de genes con z-score >3y <-3

Finalmente, un analisis mas fino, considerando Unicamente genes con un z-
score mayor a 3, nos llevé a proponer 8 genes candidatos, potenciales para el
estudio genético de la esquizofrenia. Seis de ellos (PPP3CB, DCTN1, IDE, LIMK2,
JAGL1 y CPZ) se hallaron sobre-expresados, mientras que los dos restantes (sodl
y chrna4) se encontraron sub-expresados (Tabla 2).
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Entre los genes con valores de z-score mas altos, sobresalié el gen ppp3ch
(Tabla 10), este se sobre-expresoé en el grupo de ratas juveniles y adultas, codifica
para la subunidad catalitica de la isoforma [ de la proteina fosfatasa 3.
Recientemente, un estudio gendmico en familias taiwanesas con esquizofrenia
sugirio la vinculacion del locus10g22.3, donde estan ubicados los genes ANXA7,
DNAJC9, ZMYND17 y PPPP3CB, mismos que los asocian con la esquizofrenia y
con déficit cognitivo y de atencion (Liu y cols., 2011). De la misma forma, se
realiz6 un meta-analisis que evaluo todo el genoma de individuos afectados con
esquizofrenia en diversas poblaciones. Entre los genes propuestos como
candidatos se encuentra, ppp3cc que codifica para la isoforma gamma de la
enzima calcineurina (Ng y cols., 2009). Por lo que creemos que serd un gen

candidato recomendable para el estudio genético de la esquizofrenia.

Por otra parte, el gen DCTN1 codifica la subunidad mayor p150 de la
dinactina, un complejo macromolecular que consta de 10 polipéptidos, necesario
para el transporte axonal retrégrado de vesiculas y organelos celulares por el
sistema microtubular. Numerosos estudios han mostrado el papel de p150 en
desordenes psicoticos asociados a delirios, alucinaciones (Kurian y cols., 2011) y
trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Huntington (Engelender y
cols., 1997) y la esclerosis lateral amiotréfica (ela) (Shaw y cols., 2005). Por lo
que, el haber encontrado que este gen se regula en esquizofrenia, podria ayudar a

esclarecer los mecanismos moleculares de la enfermedad.

La regulacion diferencial en los niveles de los transcritos de ppp3cb y dctnl
se hizo notoria tanto en el grupo de ratas juveniles como adultas (valores de z-
score > 3), lo cual apunta a que posiblemente ambos genes, se estén regulando
desde una edad temprana, por lo que posiblemente, si conocemos como es la
regulacion de la expresion de estos genes en estadios juveniles y adultos, esta
nos podria ayudar a promover un diagnostico temprano, desde antes de la

aparicion de los primeros sintomas.
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Otro de los genes sobre-expresados en las tres areas del cerebro
estudiadas y con un z-score alto, fue el gen ide que codifica la enzima
degradadora de insulina (IDE) (Tabla 10). Este gen se ubica en el locus10g23-g25,
previamente asociado con esquizofrenia (Bernstein y cols., 2009). El déficit en la
expresion de esta enzima ha sido asociado con la enfermedad de Alzheimer y con
diabetes mellitus tipo 2 (Wei y cols., 2010, Hou y cols., 2012). Asimismo se ha
sugerido que el haloperidol podria ejercer algun efecto sobre la actividad de IDE, a
través de cambios en los niveles de expresion de sus sustratos (Bernstein y cols.,
2009) Sin embargo, debido a que nuestros datos revelan un incremento
significativo del RNAm de ide, es posible que la regulacién tanto de los niveles
como de la actividad de esta enzima se esté dando post-transcripcionalmente, tal
y como se ha descrito en otros miembros de la familia de las metalopeptidasas
(Toupance y cols., 2012). Por lo que, aunque este gen se perfila como un buen
candidato genético en el estudio de la esquizofrenia, es necesario conocer a fondo

sSus mecanismos moleculares.

Otro de los transcritos abundantemente expresados en este estudio fue el
gen jagl. La proteina resultante es el ligando de Notch 1, un receptor
transmembranal que se activa antes de nacer e induce la diferenciacion de la glia-
radial (Gaiano y cols., 2000) y posterior al nhacimiento promueve la diferenciacion
de células progenitoras a células de sostén de tipo astroglia (Tanigaki y cols.,
2001). En pacientes con esquizofrenia recientemente se evidencid que la
expresion de JAGL1 fue significativamente mayor, con los mediadores canoénicos
de la via Notch, la cual tiene influencia sobre la proliferacion y el ciclo celular,
ademas de patrticipar en la sintesis de oligodendrocitos (Chambers y cols., 2001,
Kerns y cols., 2010). Nosotros observamos sobre-expresiéon del gen jagl sélo en
el grupo de ratas juveniles. A este respecto podriamos especular, que esta sobre-
expresion podria ser reflejo de la sobre actividad de esta via, con vistas a
promover la neurogénesis en respuesta al dafio causado por la lesiébn neonatal,
reactivandose asi el desarrollo neuronal de los animales, mecanismo que quiza

sea equiparable con la probable neurogénesis en pacientes con “lesiones” en el
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neurodesarrollo que presentaron algunos pacientes con esquizofrenia (Genis-

Mendoza y cols., 2013).

El gen chrna4 que codifica para un receptor nicotinico de acetilcolina
perteneciente a la super-familia de canales i6nicos, este se encontré sub-
expresado en el grupo de animales adultos. Como es bien sabido, esta clase de
receptores juega un papel trascendental en la transmision de las sefiales
nerviosas en las sinapsis neuronales. Se ha sugerido que la disfuncion colinérgica-
nicotinica puede contribuir al deterioro cognitivo en la esquizofrenia, mediando la
liberacibn de dopamina. Ademas, se ha visto que los déficits cognitivos en la
esquizofrenia pueden ser remediados temporalmente por la administracién de
nicotina (Lopez-Valdés y cols., 2003; Kishi y cols., 2008), por lo que desde
entonces varios subtipos de receptores nicotinicos han sido considerados,
candidatos en el estudio gendémico de la enfermedad (De Lucay cols., 2006; Kishi
y cols., 2008). En nuestro caso encontramos que la regulacion del gen esta sub-
expresada, posiblemente derivada de la disfuncién cognitiva que encontramos en

los animales adultos lesionados.

Otro gen candidato potencial para su estudio es el gen sodl, que
encontramos sub-expresado significativamente en ratas adultas. La proteina
superdxido dismutasa 1, es una de dos isoenzimas humanas responsables de la
destruccion de los radicales libres superéxido en las células. Las mutaciones en
este gen han sido asociadas con ELA familiar (Shaw y cols., 2005). Una
disminucién en la expresion de la enzima superoxido dismutasa 1 puede potenciar
el estrés oxidativo debido a una mayor vulnerabilidad de las células neuronales a
los radicales libres, lo cual es congruente con el dafio cerebral reportado en los
pacientes con esquizofrenia (Garcia-Valencia y cols.,, 2005). Por lo que
posiblemente la sub-expresién del gen sea consecuencia del dafio producido por

la lesidn neonatal.

Distintivamente, los dos genes sub-expresados: sodl y chrna4, soélo

disminuyeron sus niveles en el grupo de ratas adultas, lo cual indica que estos
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cambios pudieran estar asociados con la edad de inicio de la enfermedad, por lo
que su estudio nos podria ayudar a proponer biomarcadores que nos ayuden a
corroborar el diagnostico clinico de la enfermedad, desde los primeros sintomas

psicaoticos.

Por otro lado, encontramos que el gen limk2 se sobre-expresé en las ratas
del grupo juvenil. Los genes LIM codifican un grupo de proteinas cinasas
involucradas en diversas funciones biologicas. A pesar de que limk2 no se ha
asociado con esquizofrenia, se le ha relacionado con apoptosis, como proteina de
proteccion a isquemia en un modelo de diabetes en rata (te Velthuis Aartjan y
cols., 2007) y, en un modelo animal de Alzheimer se observo degeneracion de las
estructuras sinapticas con aumento en la expresion de limk2 (Hou y cols., 2012)
Se sabe que LIMK2 es fosforilada y activada por cinasas ROCK, y de esta manera
fosforila a la cofilina, proteina que evita la polimerizacion de actina y favorece la
despolimerizacion, necesarias para la motilidad celular (Croft y cols., 2011). Un
aumento en la expresion de limk2 podria estar perturbando la dinamica del
citoesqueleto debido a fallas en la regulacion de la actina, lo cual tendria
implicaciones negativas en la migracion neuronal temprana de las ratas juveniles
lesionadas, en concordancia con nuestro modelo de esquizofrenia, probablemente
esta disfuncion en actina, no permite una migracién neuronal normal, en los
animales lesionados provocandoles conductas parecidas a la esquizofrenia

(Genis-Mendoza y cols., 2013).

Finalmente, en el grupo de ratas jovenes y adultas encontramos sobre-
expresado al gen de carboxipeptidasa Z (cpz). La proteina posee un dominio N-
terminal con un 30% de identidad aminoacidica con el dominio “frizzled” (Fzd),
presente en las proteinas que interaccionan con Wnt (Song y cols., 1997, Reznik y
cols., 2001). La carboxipeptidasa Z, abunda en la matriz extracelular de la
placenta, se encuentra en menor cantidad en cerebro, pulmén, timo y rifién
(Reznik y cols., 2001). La enzima glutamato carboxipeptidasa Il (GCPII) miembro

de esta familia, ha sido relacionada con la esquizofrenia, se encontré0 un
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polimorfismo asociado (Guilarte y cols., 2008). Pero el gen cpz nunca antes habia
sido asociado a la enfermedad, por lo que es necesario seguir realizando

investigaciones a este gen en otros modelos 0 en pacientes con esquizofrenia.

Aun cuando la funcion exacta de CPZ se desconoce, se sabe que
interviene en la regulacion del desarrollo embrionario a través de su interaccion
con proteinas Wnt. Ademas, se ha descrito que la expresion de CPZ en los tejidos
adultos es mucho menor que en los 6rganos embrionarios (Reznik y cols., 2001).
A su vez, en cultivos de neuronas de hipocampo, se ha visto que la sefalizacién
mediada por Wnt es transcendental para el desarrollo y la orientacion axonal
(Zhou vy cols., 2004), regula la dinamica del citoesqueleto en el crecimiento del
cono axonal y en la ramificacion (Nathan y cols., 2011) y conduce a un incremento
en la formacién y organizacion de nuevas terminales presinépticas (Varela-Nallar
y cols., 2009, Sahores y cols., 2003). Nuestros hallazgos mostraron que
probablemente el gen cpz no se apagd luego del desarrollo embrionario y continu6
sobre-expresandose en las ratas adultas lesionadas. Si esta proteina permanece
altamente expresada en el cerebro adulto, es muy probable que exista una

desregulacion de la sefializacién mediada por Wnt.

Hasta la fecha, los genes limk2 y cpz nunca antes habian sido asociados
con la esquizofrenia y, debido a su significativa sobre-expresidn en nuestro
modelo de estudio, es de augurar que jueguen un papel transcendental en el
desarrollo y curso de la misma. Sin lugar a dudas, futuras investigaciones y
nuevas estrategias experimentales deberan ser disefiadas con el objeto de
dilucidar la contribucion de las proteinas LIMK2 y CPZ en esta enfermedad y

establecer su papel como potenciales biomarcadores.

Con respecto a las tres areas cerebrales valoradas (el nucleo accumbens,
el hipocampo y la corteza prefrontal), en el grupo de animales lesionados se
observo una reduccion considerable del numero de genes regulados, en
comparacion con el grupo de animales falsamente lesionados o sham. Esto es
congruente con el deterioro cognitivo que se ha observado en los pacientes con

esquizofrenia, donde se ha evidenciado deterioro y/o dafio neuronal en el
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hipocampo y en corteza prefrontal (Harms y cols., 2012). Dado al deterioro
cognitivo que manifiestan los pacientes con esquizofrenia, es posible que el dafio
en la corteza prefrontal, se observe a largo plazo, lo cual es a su vez congruente
con el modelo animal con LHVN, que se sustenta en la hipétesis del
neurodesarrollo (Lillrank y cols., 1995; Hanlon y cols., 2012) y de que se ha visto
que animales adultos presentan afectacion de la morfogénesis de la regidn
cortical-dorso-lateral (Tseng y cols., 2008), probablemente como resultado de esta

lesion a largo plazo.

El presente trabajo presenta varias limitaciones:

A pesar de que se utilizan coordenadas estandarizadas para realizar la lesion
neonatal, y el andlisis de las pruebas conductuales, esta presente el factor humano y

los errores que esto conlleva.

Sobre el andlisis de dopamina y de la expresion de los receptores (drd2 y
drd3) por PCR-TR y mediante microarreglos, es necesario realizar repeticiones

metodoldgicas, que por la limitante del tejido, no pudieron realizarse.
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10 CONCLUSIONES:

a)

b)

d)

La lesion por acido iboténico en el hipocampo ventral de ratas neonatas,
incidio en el neurodesarrollo y en la conducta tipo esquizofrenia en el grupo

de ratas adultas.

La concentracion de dopamina evaluada en distintas regiones cerebrales
en el grupo de animales lesionados, concuerdan con la hipétesis
dopaminérgica, homologando posiblemente algunos de los sintomas de los

pacientes con esquizofrenia.

La sobre-expresion de drd2 en linfocitos y la sub-expresién en la corteza
prefrontal en ratas adultas con lesién neonatal en hipocampo ventral es
similar a lo reportado en pacientes esquizofrénicos, por lo que esta
molécula podria ser Gtil como biomarcador molecular en el diagnostico

de la esquizofrenia.

Por otra parte, el andlisis del transcriptoma de tres aéreas cerebrales en
el modelo de esquizofrenia de LNHV permitié identificar a 8 genes
candidatos (Sodl, Chrna4 Ppp3cb, Dctnl, Ide, Limk2 y Jagl), que

podrian estar relacionados en la etologia de la enfermedad.
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12 ANEXO 1: MANEJO DE ANIMALES PARA EXPERIMENTACION

El empleo de animales en la investigacion y ensefianza involucra
responsabilidad de quienes los utilizan; por tanto, es un deber evitar la crueldad y
procurar su bienestar.

Es obligacion de quien manipula animales con fines de estudio, procurar
darles un trato y cuidado apropiado y digno, desde los procedimientos de captura
y durante su mantenimiento en condiciones de cautiverio previo al manejo en el
laboratorio.

Asimismo, se debera contar con la preparacion adecuada y conocimientos
actualizados para aplicar el principio de las 3R (Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999) en el manejo de animales en el laboratorio: Reemplazar (utilizacion de
alternativas que produzcan los mismos resultados, tales como experimentos in
vitro, cultivos celulares, modelos inanimados, modelos por computadora), Reducir
(utilizar un nimero minimo de animales), Refinar (utilizar técnicas adecuadas para

evitar al maximo el sufrimiento).

Los investigadores deben entender estas necesidades antes de introducir
un experimento. Los resultados de la investigacion con modelos animales
proporcionan la informacion necesaria para disefiar pruebas humanas. Esto es
critico tanto por razones cientificas, como éticas para no sobrecargar en exceso al
ser humano, muchos de los experimentos que se realizan, pueden responderse en
corto tiempo en animales, ya que tienen un ciclo reproductivo mucho méas corto

gue el humano.

En los cbdigos de ética para la investigacion biomédica, los ensayos con
animales tienen la obligacion, de seguir el codigo de Nuremberg “cualquier
experimento hecho en seres humanos, debe ser diseflado y basado en los

resultados de la experimentacién animal’.

La declaracion de Helsisnki adoptada en 1964 por la XIll asamblea Medica
Mundial, y revisada en cinco ocasiones, cita también que la investigacion médica
en sujetos “debe ser basada en pruebas de laboratorio adecuadamente realizadas

y en experimentacidén con animales”.
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En los udltimos afios y debido sobre todo al enorme avance en los
conocimientos sobre los adelantos moleculares de las enfermedades se ha
incrementado la necesidad de disponer de modelos animales genéticamente
definidos, es decir en los cuales las modificaciones genéticas que predisponen o
participan en el desarrollo de la enfermedad, esta necesidad unida al gran avance
de la tecnologia para la manipulacion genética en mamiferos, ha conducido al
desarrollo de modelos animales genéticamente modificados, estos son
generalmente murinos que recapitulan muchos de los procesos que tienen lugar
en la patologia de las enfermedades humanas, permitiendo estudiar y reproducir
los sintomas en forma controlada, proporcionando una visibn mas adecuada del
proceso de la enfermedad y permitiendo tener mejores modelos experimentales

para desarrollar y ensayar nuevas terapias.

Desde el punto de vista bioético la situacion creada para la obtencion de
animales transgénicos portadores de genes humanos fue para la obtencion de
proteinas terapéuticas humanos, no es esencialmente nuevo ya que desde los
primeros tiempos de la ingenieria genética molecular, se han introducido genes
humanos en células humanas para obtener proteinas humanas, como la insulina,
hormona del crecimiento, interferon etc. En general no se afecta ni la salud ni la
integridad del animal, al quedar refringida la expresion de un gen humano en un
organo en particular, su fisiologia y desarrollo no se ven alterados y por tanto se

evita cualquier dafo a este.

En México para garantizar el bienestar del animal para experimentacion,
cada institucion que utiliza animales deberia establecer un comité institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), que supervise
examine y vigile cada posible experimento. Estos comités deberian incluir a
miembros de la comunidad cientifica, un bioestadista, un miembro de Ila

comunidad, y un veterinario.

Algunos de los aspectos mas importantes para cualquier proyecto que

involucre la utilizaciéon de modelos animales son:
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a) Instruccion y capacitacion de personal profesional y técnico: el personal
debe saber que los cuidados que rodean al animal influyen en forma directa sobre el
resultado de los experimentos, el estado de bienestar de los animales esta
intimamente ligado a su capacidad de respuesta, de esta ultima inquietud, nacio el
uso de animales libres de patdgenos especificos y de gérmenes, como condicion para
obtener resultados experimentales confiables y reproducibles.

b) Las condiciones de alojamiento son importantes, la cantidad de animales
por caja, existe actualmente una tendencia a aumentar el espacio por animal e
inclusive a estimular sus actividades por medio de ruedas u otros accesorios, las
temperaturas extremas, la falta de renovacion de aire, las altas concentraciones de
amoniaco etc. Someten a los animales a sufrimientos innecesarios e invalidan los
resultados desde el punto de vista experimental. Ellos tienen necesidades fisiologicas
y de comportamiento que deben ser identificadas y proporcionadas para cada especie.

c) Buenas préacticas de sujecion, inyeccion, analgesia, anestesia y eutanasia,
el animal de laboratorio es un ser vivo, por tanto sensible a cualquier procedimiento

capaz de causar dolor y compasién en sus cuidadores.

103



13 ANEXO 2: ARTICULOS PUBLICADOS

1.- Genis-Mendoza AD, Gallegos-Silva RI, Lépez-Casamichana M, Loépez-
Rubalcava C, Nicolini H. Gene expression profiles of nucleus accumbens,
prefrontal cortex and hippocampus in an animal model of schizophrenia:
proposed candidate genes. Actas Esp Psiquiatr. 2013 May;41(3):154-63.

2.- Genis-Mendoza A, Tovilla-Zarate, Camarena Medellin B, Lanzagorta N,
Escamilla, M., Nicolini H.. Evidencia de ligamiento en el gen drd4 en pacientes
esquizofrénicos mexicanos. Rev Latinoam Psiquiatria 2012;11(2):33-37).

3.- Alma Delia Genis, Carolina Lopéz-Rubacava ¢Es posible modelar
esquizofrenia en un modelo animal?. El residente Vol. VI Namero 2-2011: 120-
126.

104


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23803799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23803799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23803799

Original

Alma D. Genis-Mendoza'-2
R. lleana Gallegos-Silva'
Mavil Lopez-Casamichana’
Carolina Lopez-Rubalcava®
Humberto Nicolini'?

Gene expression profiles of nucleus
accumbens, prefrontal cortex and
hippocampus in an animal model of
schizophrenia: proposed candidate genes

D.F. México
?Instituto Nacional de Medicina Genomica

D.F. México

'Universidad Auténoma de la Ciudad de México

3Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN
(CINVESTAV-Sede Sur) Departamento de Farmaco-biologia
D.F. México

Servicios de atencion psiquiatrica, Secretaria de Salud

Introduction: It has been suggested that schizophrenia
may be induced by "accidents” or injuries that occur du-
ring early brain development and result in a reduction of
the neural connections in different regions. In this study, we
evaluated differences in the expression of brain genes using
a recognized experimental prototype of schizophrenia: the
animal model of ventral hippocampal lesion in neonate rats
(VHLN) compared to control animals.

Methods: Using microarray technology, we obtained
gene expression profiles of three brain areas (nucleus
accumbens, prefrontal cortex and hippocampus) of juvenile
(45 days) and adult (90 days) Wistar male rats that underwent
either VHLN or sham VHLN.

Results: Based on three criteria: 1) expression in more
than one brain area, 2) participation in cellular pathways
relevant to the central nervous system (CNS), 3) Z-score
values >2 (overexpression) and <-2 (underexpression), we
found overexpression of the ppp3cb, dctnl, jag1, ide, limk2
and cpz genes and underexpression of chrna4 and sod1.

Conclusions: Two of the genes proposed in this paper,
limk2 and cpz, have not been previously associated with
schizophrenia, so future studies will be necessary to
understand their possible role in the pathogenesis of this
disease.
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Perfiles de expresion génica de nucleo accumbens,
corteza prefrontal e hipocampo en un modelo animal
de Esquizofrenia: una propuesta de genes candidatos

Introduccion: Se ha sugerido que la Esquizofrenia puede
ser inducida por “accidentes” o lesiones durante el desarro-
llo temprano del cerebro del individuo, que conllevan a una
reduccion en las conexiones neuronales de diferentes regio-
nes. En este trabajo, hemos evaluado las diferencias en la ex-
presion de genes cerebrales, usando un reconocido prototipo
experimental para Esquizofrenia: el modelo animal de lesion
en hipocampo ventral en ratas neonatas (LHVN), respecto a
animales control.

Metodologia: Mediante la técnica de chips de ADN, se
obtuvieron los perfiles de expresion génica de tres areas ce-
rebrales (ndcleo accumbens, corteza prefrontal e hipocam-
po) de ratas macho Wistar juveniles (45 dias) y adultas (90
dias) sometidas o0 no a LHVN.

Resultados: Con base a tres criterios: 1) expresion en
mas de un area cerebral, 2) participacion en rutas celulares
relevantes para el sistema nervioso central (SNC), 3) valo-
res de Z-score >2 (sobre-expresion) y <-2 (sub-expresion);
se encontraron sobre-expresados los genes: ppp3cb, dctn],
Jjagl, ide, imk2y cpz, y sub-expresados: chrna4y sod1.

Conclusiones: Dos de los genes propuestos en este tra-
bajo: limk2y cpz, no han sido relacionados previamente con
Esquizofrenia, por lo que se hara necesario realizar estudios
futuros para dilucidar sus respectivas contribuciones en la
etiopatogenia de esta enfermedad.

Palabras clave: Esquizofrenia, Modelo animal, Microarreglos, Expresion, Genes candidatos
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INTRODUCTION

Schizophrenia is a serious mental disorder that affects 1
in 100 people worldwide and is characterized by distorted
thoughts and perceptions that are probably due to
alterations in different neurotransmitter systems'2. Various
hypotheses have been proposed to explain the pathogenesis
of this disease, the genetic component being the most
important®. However, due to the unavailability of brain
tissues from patients and healthy controls for this type of
studies, experimental animal models have been used*®.

The implementation and use of animal models in
psychiatry has clear limitations because we are attempting
to reproduce complex human behaviors in a healthy
animal*®.  Nonetheless, animal models of psychiatric
disorders have made it possible to explore the therapeutic
potential of specific drugs for treating these disorders, and
to obtain relevant data about the mechanisms of action of
these drugs; models are also valuable tools for determining
the neurobiological substrates of psychiatric disorders’. For
the study of schizophrenia, several animal models,
pharmacological models (using phencyclidines [PCP] and
ketamine)®'°, genetic models (induced by genetic mutations
or deletions)''* and neurodevelopmental models (induced
by physical or neurotoxic lesions and environmental factors
during neural development) have been proposed'6,

It has been suggested that schizophrenia may be due to
“injuries” that occur during the early brain development of
the individual and reduce neural connections in different
limbic regions and the prefrontal cortex™.

The ventral hippocampal lesion in neonate rats (VHLN)
model has been widely tested. In this model, a small
excitotoxic lesion is made in the hippocampus of the
immature brain of neonate rats and the rats are then allowed
to mature further. It has been observed that the injured
animals, in the adult stage, exhibit conduct related to the
positive and negative symptoms of schizophrenia, such as
hyperlocomotion, reduction in prepulse inhibition, memory
deficits and decreased social interaction, among other'>6.

DNA microarrays are a valuable genomic tool for
studying complex diseases, facilitating the global evaluation
of expression of a large number of genes in various tissues
and/or physiological conditions'. Using this methodology,
we obtained gene expression profiles at 45 and 90 days for
three different brain areas (hippocampus, prefrontal cortex
and nucleus accumbens) of male Wistar rats with a neonatal
lesion in ventral hippocampus (VHLN). These profiles were
compared with those of animals with sham lesions,
considered negative controls of the disease, in order to
detect significant changes in gene expression that could be
related to the schizophrenia phenotype in both juvenile and
adult rats.

METHODOLOGY

Biological material

The study began with twenty male Wistar rats from
litters of rats inseminated in the laboratory and kept in
individual isolation cages under inverted 12-hour light-dark
cycle conditions. The total sample was divided into four
groups: a) 5 VHLN-juvenile rats, b) 5 sham injured juvenile
rats, ¢) 5 VHLN-adult rats, d) 5 sham injured adult rats. All
experiments were performed according to the regulations
established by the Mexican official standard for the use and
care of laboratory animals “"NOM-062-Z00-1999" and the
regulations of the ethics committee of the International
Association for the Study of Pain’@,

Newborn rats (10-13 g weight) were injured between
days 5 and 7: the pups were randomly assigned to injury with
ibotenic acid or sham injury with PBS. The animals were
anesthetized using hypothermia by placing them on ice for
10-15 minutes. In order to perform bilateral lesions, the
animals were immobilized on a Kopf stereotaxic fixed
platform: an incision was made in the scalp and either ibotenic
acid (0.15 pl/min for 2 min) (Sigma) or PBS (sham lesion) was
administered through a needle according to the following
coordinates: anteroposterior (AP) -2.5, mediolateral +2.5 and
dorsoventral (DV) -3.3 in relation to Bregma'.

The animals were sacrificed by decapitation at 45 days
(juvenile group: VHLN and sham) and 90 days (adult group:
VHLN and sham). The hippocampus, prefrontal cortex and
nucleus accumbens were dissected according to previously
standardized procedures?® and frozen at -80°C until RNA
extraction.

RNA extraction

RNA was extracted from the 3 previously dissected
brain areas using TRIZOL (Life Technologies), according to
the manufacturer's instructions.

Microarray design, reading and standardization:

Five thousand Rattus norvegicus oligonucleotides from
the Oligosets Operon (http://www.operon.com/arrays/
oligosets_overview.php) library were used. The microarray
design and manufacture was carried out at the Cellular
Physiology Unit of the National University of Mexico
(UNAM)?'.

Microarray hybridization started with 10 pg of total
RNA, from which dUTP-Cy3 or dUTP-Cy5-labeled cDNA was
generated with the CyScribe First-Strand cDNA kit
(Amersham). Fluorophore uptake was confirmed by reading
the absorbance at 555 nm for Cy3 and at 655 nm for Cy5%'.
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Table 1 The number of genes that did not change expression is shown in the first part. The number of genes
that significantly changed expression after normalization is shown in the lower part. (Alma D. Genis-
Mendoza)
Juveniles Adults
Unchanged % Unchanged %
genes genes
4348 86.95 4331 86.61
JUVENILES ADULTS
Down % Up % Total (%) Down % Up % Total (%)
N. ACCUMBENS 326 6.52 317 6.34 12.86 351 7.02 291 5.82 12.83
PREFRONTAL CORTEX 362 7.24 302 6.04 13.28 372 7.44 310 6.20 13.64
HIPPOCAMPUS 321 6.42 329 6.58 13.00 351 7.02 333 6.66 13.68

Signal and image acquisition and quantification was
carried out with ScanArray 4000 equipment and ScanArray
4000 (Packard Biochip) software. All images were captured
using 65% PMT gain, 70-75% laser power and 10-micron
resolution at a 50% sweep rate. For each point labeled with
Cy3 or Cyb, we calculated the average density and mean
background value with Array Pro Analyzer (Cybernetics)
software?'. Gene expression was analyzed with the genArise
statistical program developed at the Computer Unit of the
Cellular Physiology Unit, UNAM (http://www.ifc.unam.mx/
genarise/) to evaluate the degree of variation in gene
expression (z-score). According to this criterion, elements
with a z-score value greater or less than two standard
deviations are differentially expressed genes?'.

RESULTS

After standardization, our analysis identified 652 genes
that significantly changed their expression, of which 316
were found to be overexpressed (OF) and 336 were
underexpressed (UE). The percentage of OE and UE genes for
young rats was observed to be almost the same (about 6.5%),
whereas the UE gene percentage (7%) was slightly higher
than the OE gene percentage (6%) for adult rats. However,
the overall percentage of genes that modulated their
expression for each tissue remained at 13% + 0.38 (Table 1).
Genes were sorted into 3 groups according to the z-score (>1
and <-1, >2 and <-2, and >3 and <-3). Subsequently, to
identify the metabolic and signaling pathways involved in
each of the proteins encoded by these genes, we accessed the
KEGG metabolic pathways database (http://www.genome.jp/
kegg/kegg2.html), which is a genomic mapping tool.

Gene group with z-score value >1 and <-1

At this stage, general information was obtained for
both overexpressed and underexpressed genes, and a list of
all the metabolic pathways for each brain area and the
number of genes involved was prepared. We then selected

and plotted the pathways in which a higher number of
genes (more than 5 genes) were modulated. Among the
most compromised pathways were neuroactive ligand-
receptor interaction (>10 genes), calcium signaling (>7
genes) and cancer (>7 genes). It is noteworthy that there
were genes whose modulation was significant for two or
more pathways.

Group of genes with z-score value >2 and <-2

We worked with genes with a z-score value greater than
2 and less than -2 for each tissue for a more robust analysis.
Eighteen pathways associated with mental disorders were
selected. For each tissue, the metabolic pathways of interest
and participating genes were plotted against z-scores
(Figure 1).

Because the same gene could be expressed in two or
more of the brain areas evaluated (nucleus accumbens,
hippocampus and prefrontal cortex), we looked for genes
that were expressed in more than one area of interest in
order to limit our analysis. As can be seen in Figure 2, in both
the juvenile and adult groups, the expression of certain
genes is regulated coincidentally in more than one tissue.
We found a higher number of underexpressed genes than
overexpressed genes, the group of adult rats having the
highest number of underexpressed genes. Interestingly,
among the overexpressed genes, ppp3cb and dctni
modulated their expression in all three areas of the brain
and in both stages (juvenile and adult).

Group of genes with z-score values >3 and <-3

Lastly, the genes that presented larger changes in
expression compared to their control group were analyzed.
Similarly, genes that modulated their expression in more
than one tissue were detected. Of all of these, ppp3cb varied
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Figure 1

The graphs show the number of overexpressed and underexpressed genes involved in pathways of interest
in the group of juvenile and adult rats. Each gene is plotted relative to its Z-score value. (Alma D. Genis-

Mendoza)
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Figure 2

This figure shows the candidate genes obtained from the following three criteria: 1) Z-score values >2 and

<-2); 2) expression in more than one brain area; and 3) participation in relevant metabolic pathways of

the central nervous system

its expression in the three areas of the brain in both groups.
In this category, we found another gene with a high z-score,
cpz 4.37.

Finally, after taking into account z-score values,
expression in more than one brain area and participation in
metabolic pathways of interest, eight candidate genes were
proposed for the schizophrenia study. In Table 2 we
summarize the results of the z-score values for the proposed
genes; it can be observed that ppp3cb and dctnT had the
highest z-score values in all three areas evaluated.

DISCUSSION

Using microarray technology, we evaluated the
expression of the genes in different brain regions using the
VHLN animal model for schizophrenia. We worked with 4

experimental groups of Wistar male rats: VHLN juvenile rats,
sham-injured juvenile rats, VHLN adult rats and sham-
injured adult rats. The analysis was divided into 3 groups
according to the z-score value (>1 and <-1, >2 and <-2, and
>3 and <-3). Not all the routes observed were directly
associated with mental disorders, so we identified 18
pathways relevant to the CNS (genes with z-score >2 and
<-2). Finally, we examined the genes with z-score values >3
and <-3 to identify the candidate genes of interest with the
greatest variations in expression.

Group of genes with z-scores >1 and <-1

This group included a large number of metabolic and
signaling pathways that were found to be differentially
altered in the three brain areas. The pathways with the
largest number of modulated genes were cancer, neuroactive
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Table 2 Proposed candidate genes selected using the following 3 criteria: 1) Z-score values >2 and <-2; Il)
expression in more than one area of the brain; Ill) participation in pathways of interest. The symbol of
the gene, name, biological description, and z-score values in adults of each tissue are shown. Nucleus
accumbens (N), prefrontal cortex (P), hippocampus (H)

Symbol Name Description A Score P Score H Score

Limk2 Kinase 2 with LIM domain Proteins with LIM domains are involved in diverse 4.710 4.834 2.659

cell-signaling processes, such as cytoskeletal
organization, organogenesis and the cell cycle

Ppp3cb Phosphatase 3 protein, Phosphatase-dependent calmodulin protein; it 4.130 4.600 3.846

catalytic subunit, beta dephosphorylates nuclear factors of activated T cells
isoform and may play a role during skeletal muscle atrophy
Detn1 Dynactin 1 Dynein microtubule component activated by ATPase, 3.378 4717 4.042
which acts as a microtubule engine

Jag1 Jagged 1 Ligand responsible for activation of the Notch1 2.625 3.254 2.036
receptor. Signaling through Notch is involved in the
development of most tissues

Ide Insulin-degrading enzyme Enzyme involved in the degradation of bioactive 2.292 2.531 2.052
peptides, including insulin, beta-endorphin, atrial
natriuretic peptide and beta-amyloid

Sod1 Superoxide dismutase 1, Catalyzes the conversion from superoxide to -2.193 -3.187 -3.301

soluble hydrogen peroxide and molecular oxygen involved
in the oxidative stress response
Chrna4 Cholinergic receptor, Belongs to the superfamily of ligand-activated -2.909 -3.420 -2.814

nicotinic alpha-4

gated ion channels that play a role in the rapid

transmission of signals in synapses

ligand-receptor interaction and calcium signaling; the last
two pathways were of interest.

Group of genes with z-score >2 and <-2

In this segment, we detected 7 genes of interest whose
expression was modified in the three brain areas and had on-
tologies related to the pathways of interest. The calcium signal-
ing and neuroactive ligand-receptor interaction pathways con-
tinued to contribute a large number of differentially expressed
genes, whereas neuronal differentiation and function, neu-
roendocrine response and behavioral pathways had less par-
ticipation. It should be noted that there were overexpressed
and underexpressed genes in most of the pathways, except for
the route of drug and xenobiotic metabolism by Cyt-P450,
where only underexpressed genes were found (Figure 1).

Group of genes with z-scores >3 and <-3

Finally, this analysis allowed us to propose 8 genes as
potential candidates for the genetic approach to schizo-
phrenia. Six of these genes (ppp3cb, dctnl, ide, limk2, jag1
and cpz) were overexpressed, while the remaining two (sod7
and chrna4) were underexpressed (Table 2).

Among the genes with the highest z-score values,
ppp3cb (Table 2) was noteworthy for being overexpressed in
the group of juvenile and adult rats. This gene encodes the
catalytic subunit of the [ isoform of phosphatase 3 protein.
This enzyme interacts selectively and noncovalently with
calmodulin in response to an increase in intracellular calcium
levels?2. Recently, a genome study in Taiwanese families with
schizophrenia suggested the linkage of locus 10922.3, where
the anxa7, dnajc9, zmynd17 and pppp3cb genes are located,
the same genes associated with schizophrenia and with
cognitive and attention deficit problems®. In addition, a
meta-analysis was conducted to evaluate the entire genome
of individuals with schizophrenia in various populations.
Among the genes proposed as candidate genes was ppp3cc,
which encodes the gamma isoform of the calcineurin
enzyme. Other genes associated were nosTap, rgs4, uhmkl,
nrg1 and znf804a, among others.

On the other hand, the human dctn1 gene encodes the ma-
jor p150 subunit of dynactin, a macromolecular complex consist-
ing of 10 polypeptides, which is required for the retrograde ax-
onal transport of cellular vesicles and organelles through the
microtubule system. Numerous studies have shown the role of
p150 in psychotic disorders associated with delusions and hallu-
cinations®, and neurodegenerative disorders such as Huntington
disease?® and amyotrophic lateral sclerosis (ALS)?".

Actas Esp Psiquiatr 2013;41(3):154-63 159



Alma D. Genis-Mendoza, et al.

Gene expression profiles of nucleus accumbens, prefrontal cortex and hippocampus in an animal

model of schizophrenia: proposed candidate genes

The differential reqgulation at the level of ppp3cb and
dctn1 transcripts was notable in both the juvenile and adult
rats (z-score values >3), which suggests that both may
contribute from the onset of the first psychotic symptoms.

Another of the genes that was overexpressed with a high
z-score in all three brain areas studied was ide, which encodes
insulin-degrading enzyme (IDE) (Table 2). This gene is situated
inlocus 10923-q25, previously associated with schizophrenia®,
and encodes a zinc-dependent metallopeptidase that degrades
insulin, glucagon, B-amyloid, B-endorphin, IGF-I and IGF-II.
Deficit expression of this enzyme has been associated with
Alzheimer disease and type 2 diabetes mellitus?**°. It has also
been suggested that haloperidol could have an effect on IDE
activity through changes in the level of expression of its
substrates?. However, since our data revealed a significant
increase in ide, it is possible that the regulation of both
enzyme levels and activity occurs post-transcriptionally, as
described in other members of the metallopeptidase family®'.

Another transcript expressed abundantly in this study
was jag1. The resulting protein is the ligand of Notch 1, a
transmembrane receptor activated before birth that induces
radial glial differentiation®?, and that promotes the
differentiation of progenitor cells into astroglial scaffolding
cells after birth®. In patients with schizophrenia, it was
recently shown that jag7 expression is significantly
increased, exhibiting positive correlation with canonical
mediators of the Notch pathway, which influences cell
proliferation and the cell cycle, and also participates in
oligodendrocyte  synthesis***. We observed jag17
overexpression only in the group of juvenile rats. In this
respect, we might speculate that jag7 overexpression could
reflect activation of this pathway to promote neurogenesis
in response to injury caused by neonatal injury, thus
reactivating the neuronal development of the animals.

The chrna4 gene that encodes a nicotinic acetylcholine
receptor belonging to the superfamily of ion channels was
found to be underexpressed in the adult animals. As is well-
known, this class of receptors plays a major role in the
transmission of nerve signals in neuronal synapses. It has
been suggested that cholinergic-nicotinic dysfunction may
contribute to cognitive impairment in schizophrenia by
mediating dopamine release. Furthermore, it has been seen
that neurocognitive deficits in schizophrenia can be relieved
temporarily by nicotine administration®=’; since then,
several nicotinic receptor subtypes have been examined as
candidates associated with this disease® %,

Another potential candidate gene for study in
schizophrenia is sod1, which we found to be significantly
underexpressed in adult rats. The superoxide dismutase 1
protein encoded by this gene is one of two human isoenzymes
responsible for the destruction of superoxide free radicals in
cells. Mutations in this gene have been associated with
familial ALS¥. A decrease in superoxide dismutase 1 enzyme

expression may potentiate oxidative stress by increasing the
vulnerability of neuronal cells to free radicals, which is
consistent with reported brain damage in patients with
schizophrenia®.

It was noteworthy that the two underexpressed genes
sod1 and chrna4 only had decreased levels in the group of
adult rats, suggesting that these changes may be associated
with positive and negative symptoms of schizophrenia.

Moreover, our findings showed that [/imk2 was
overexpressed in the juvenile rat group. LIM kinase genes
encode a group of protein kinases involved in diverse
biological functions. Despite the fact that /imk2 has not
been associated with schizophrenia, it has been associated
with apoptosis as a protein that protects against ischemia in
a rat model of diabetes**?, and in an animal model of
Alzheimer disease, increased /imk2 expression was observed
with degeneration of synaptic structures*'. It is known that
LIMK2 is phosphorylated and activated by ROCK kinases,
thus phosphorylating cofilin, a protein that prevents actin
polymerization and favors depolymerization, which are
necessary for cell motility*2. An increase in the expression of
limk2 may be disturbing cytoskeletal dynamics due to failure
to requlate actin, which would have negative implications
for early neuronal migration in injured juvenile rats and is
consistent with our model of schizophrenia.

Finally, in the group of juvenile and adult rats we found
overexpression of the carboxypeptidase Z gene (cpz). The
protein has an N-terminal domain with 30% amino acid
identity with the “frizzled" (Fzd) domain present in Wnt-
interacting proteins®#. Carboxypeptidase Z is abundant in
the extracellular matrix of the placenta and is found in
smaller quantities in brain, lung, thymus and kidney3!. This
protein had never been associated before with schizophrenia;
in contrast, another enzyme of this family, glutamate
carboxypeptidase Il (GCPII) has been associated with mental
disorders, including schizophrenia®.

Although the exact function of CPZ is unknown, it is
likely that it plays a role in the regulation of embryonic
development by interaction with Wnt proteins.
Furthermore, it has been reported that CPZ expression is
much lower in adult tissues than in embryonic organs*. In
turn, it has been shown in hippocampal neuron cultures
that Wnt-mediated signaling is important for axonal
development and guidance*, regulating cytoskeletal
dynamics in the axonal growth cone and branching®, and
leads to an increase in the formation and organization of
new presynaptic terminals*“,

Our study showed that the cpz gene did not turn off
after embryonic development and continued to be
overexpressed in injured adult rats. If this protein remains
highly expressed in the adult brain, it is very likely that
dysregulation of Wnt-mediated signaling exists.
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To date, cpz and limk2 genes have never before been
associated with schizophrenia and, because of their
significant overexpression in our study model, these genes
can be expected to play an important role in the development
and course of the disorder. Undoubtedly, future research
and new experimental strategies should be designed with
the aim of clarifying the contribution of LIMK2 and CPZ
proteins in this disease and establishing their role as
potential biomarkers.

With respect to the three brain areas assessed (nucleus
accumbens, hippocampus and prefrontal cortex) in the
group of injured animals, a reduction was observed in the
number of genes regulated compared with the group of
sham injured animals. This is consistent with the cognitive
impairment that has been observed in the brains of patients
with schizophrenia, where neuronal deterioration andfor
damage has been demonstrated in the hippocampus and
prefrontal cortex®®. Given the cognitive impairment
manifested by patients with schizophrenia, it is possible that
damage to the prefrontal cortex is observed in the long
term, which in turn is consistent with the VHLN animal
model of schizophrenia, which is based on the
neurodevelopmental hypothesis and goes hand-in-hand
with an early prenatal brain lesion®'*2 and the involvement
of morphogenesis in the dorsolateral cortex region®.
Furthermore, our findings suggest the possibility that the
maturation of local inhibitory circuits in the prefrontal
cortex may be altered in rats with hippocampal injury, as has
been reported in a previous study®*.

One limitation of this study was that we evaluated gene
expression profiles using the DNA 5k chip designed by the
Cell Physiology Institute, UNAM. We know that late-
generation DNA chips currently available on the market can
be used to study more genes and other features; analyses
with such chips might identify other genes that we did not
observe with this chip. However, we believe that our findings
are relevant because the modulation of some genes already
associated with schizophrenia was observed, as well as two
genes that so far have not been linked to schizophrenia and
could play a role in the disease.

CONCLUSIONS

This work showed that the transcriptome of juvenile
and adult rats with VHLN was differentially modified
compared to the control group. Significant overexpression
and underexpression of several genes was reported, some
previously associated with schizophrenia and others not.
Our contribution in this regard is to propose eight potential
candidate genes for analysis in this disorder, two of which
have not been previously associated with schizophrenia
(limk2 and cpz). These unpublished findings open new
questions and broaden the horizons for future research at

the functional level in both animal models and humans,
which may allow reliable diagnostic molecular biomarkers to
be established in schizophrenia.
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Evidencia de identidad alélica para el gene del receptor DRD4 a
dopamina en pacientes con esquizofrenia familiar de origen mexicano

Aima Delia Genis,"™ Carios Alfonso Tovilia-Zarate,”** Beatriz Camarana,”™ " " Alejandro Aguéar,™**
Jubo Cesar Flores-Lazaro,” Nura Lanzagoria, Daniel Santana-vargas,' Ana Fresan,”** Carios Camplso,”
Michael Escamiila,’ Humberto Nicolinl****

RESUMEN

Los estudos de 2c0ciacion S&ica en esquizofrenis 2 han enfocado en dVersas regionss Comosomicas, s cudies contiensn genes
Que codTcan Dars recepton:s dopaminamicos. Dantro de stas, 1oz polimorismos Ol gan del recepior de dopamina DS (DROWY han sido
ampiaTents reacionddos Con i3 sirtomatoiogis PSiQUESINCA. EXISien Siguncs renores de 330caciones antre & pollmorfismo 43-0p-VNTR
n o extn 1 y o esquzofrenia, auncue 2253 relacion adn &5 confrovertica. L3 mayora de 02 estudos han uizado pacientes compara-
doz confra controles © familas tipo trios. Sin embargo, No & han presentado estudios con 2522 poiimorfismo uzando famias con vanos
Feciaaos. En este 2stuco se andizd este poiimorfiomo VNTR 028 extn |1 del DROE en 5C familas con & mencs un par de hermanos
Feciaaos. Los dstos s& analzamn con &f progr SIEFAL (508 SAC.E)L Lo estirdcion promadic de deios compartoos fue de
0.54 (p=0.014) y 2 proporcion es2mada de parsias de Rermanes Tamiiares con Uno 0 0% Je0s comparnioos signiicatvamente fue 0.455
¥ 0208 (p=D.01, y p=0.002), respectivaments. Loz resuliddos sugiersn que & polimorfiomo 48-Dp-VTNR-DRDY podita esiyr 25005300 con
13 esquizofrenia en familias seleccionadas en @ cludad de Mexico. La 3socacion reportada &n este rabaio podris ser posiiva debico 2
2 pardculer mezcia potiacional en i cludad de México.

Paiabrac olave: igamiento, OROL, esguzotenia deios compartdos.

ABSTRACT

Alledc azzociaion studes In schizophrenis have 1o Gferent ral regions fat contain genes coding for AopMTINe receptors.
The polymarphisms of the dopamine recapior D& (DRD4) have been widely associsted with poychialric ymptoms. There are some repors
of azzociation between the polymorpiniam 48-0p-VNTR In exon M and schizophrenis, 3hough iz reiatonship remainz controversiyl, Most
studies have used patients comparning o contois or trios; however, there Fave been no sudes on iz u=ng with
muitple afected subjects. I this study we araiyzed the VNTR potymorphism of the DRDY exon 1l in 50 familes wih  jeast one pair of
acted sings. Data was analyzed using SIEPAL (SAG.E softsars]. The average estimate of chared aleies was 0.54 (p=00%4) ano
the ectimated proporon of sRANgS with one or ta0 shared Nieles was statistically sipnificant 0,435 and 0.202 (p=0.01, p=0.004). Theze
resuts suggest hat the 43-0p-VTNR-DRDS poymomphizm may be aszociated with schizoptrenis s Mexico Oty famiies. The assocation
reported in s work Could be pozfive due 10 the particusar popuiaton mix in Mexico City.

Koy worde: Inkage, DROS, scrizophmenly, shamd dieies.
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Revision — Opinion

¢Es posible modelar esquizofrenia en un
modelo animal?

Alma Delia Genis, * Carolina Loper-Rubacava**

RESUMEN. La esquizafronia 3s un trastorme mentsl incapaciiants caracterizado por i3 presencia da deas
delirantes, Zucraciones, desorpanizackia en ol lengleale, alogla ¥ bl entre otros. Este trastorno os una de
las endermodades mantales mas dificies de dlagnosticar y con una stiskogla multifactorial, o gue difiodta s
tratamicotn ¥ estidio. En la sctialidad so han desarroido dhamos modeles animales que ban anedo 3 los
Ivestigadores 3 entendar an poco mels 1s enfarmedad. 3 astiddiar of mecaniumo de acckdn de los antipsiodticos
¥ 3 proponer neiavas teraplas pars su tratamisnto. Bl presante trabaio haoe una revisida de algunos do los
mocios animuales gue nos 52 ilizan an 1 investigacioo proclinics d 2 esquicafrendy y anaiizs s yoniajas
v desveniajas.

Palaheas clave: Esquizofrenia modelos animaies, Jesion de hipocampo ventral neoratal

ABSTRACT Schizophrunia is 2 aiahiiog mental disocder charaaerized by the prosence of delisions, halls
cimatlons, disorgantead speach and alogla among others. This disocder & 3 mental Riness dificut to dagnose
with a multifacicrial etinlogy, which make # diTioudt to treat and to study AL prosent, various animal modals
have heon developed fo halp researchers to bottar andentand the disease, to stady the mechaniyms of action
of antipsychotics and to propass new theraples. This fmper roviews the aninal models most mmmonty usad in
prociinical researdh in schimnphirenia and divossses thelr advantages and disadvantages.

Key words: 5

of

Introduccion

La esquizofrenia es una de las enfermedades
mentales con mas alto costo para Lz sociedad,
se encuentra en el 1% de [a poblacian mundial
y por lo generad se desarroliz en iz etapa repro
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animal necratal ventral hippocampus lesion

ductiva del individieo, Incidiendo en éste durants
toda su vida!' Aunque su etiologia es ann des
conocida, se acepta que es multifactorial y se
han propisesto diversas teorfas que explicarian
su desarrolio. Por ejemplo, [a teoria ded nevrode-
sarrollo propone que la predisposicion gendtica
aunada a agentas ambientales tempranos (un
traama, un estresor o un vires) producirta alte-
raciones en 1 conectividad del cerebyo durante
su desarratlo, princpalmente en el control corti
cal de areas subcorticales mediado por el sistema
dopaminérgloo.™ En este sistema, fos factores
extemos como @ estrés sensibilizartan al sists-
ma produciendo un episodio psicotio.

La esguizofrenia se caracteriza principaimen:
t# por preseniar sintomas positivos, negativos ¥
cognitivos. Los sintomas positivos se relaclonan
con sintomas psicoticos como 1a pérdida de con-
tacto con la realidad, delirios y alucinaciones,
mientras que s sintomas negativas correspon-
den a un estado de déficit en los procesas con-
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15 ANEXO 3: PARTICIPACION EN CONGRESOS INTERNACIONALES

Gene expression profiles of nucleus accumbens, prefrontal cortex and
hippocampus in an animal model of schizophrenia: a proposal for candidate
genes LV congreso internacional, Cancun, Quintana Roo, del 4 al 9 de Noviembre
de 2012.

Central CNS neonatal lesion in ventral hippocampus may alter peripheral
lymphocyte dopamine gene expression. XX World Congress of Psychiatric
Genetics 2011. 10-14 de September 2011.

Genetic evidence for DRD4 gene of Mexican schizophrenic patients. World
Congress Psychiatric Genetics XV. New York. E.U. 7-11 octubre 2007.
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16 ANEXO 4: PARTICIPACION EN CONGRESOS NACIONALES

La lesién neonatal en hipocampo ventral puede alterar la expresion de
receptores a dopamina en linfocitos de sangre periférica. Exhibicion de
proyectos de investigacion de la UACM. 18 de octubre al 8 de noviembre de
2011.Ciudad de México.

La esquizofrenia en un modelo animal. Semana de la salud de la UACM. 27 de
septiembre 2011. Ciudad de México.

Diferencias por edades en los niveles de dopamina y serotonina en ratas con
lesibn neonatal en hipocampo neonatal. LIl congreso nacional de ciencias

fisiol6gicas. 26-30 de septiembre. Villa Hermosa Tabasco.

Efecto de la lesion neonatal en hipocampo ventral en distintos tipos de
conductas en ratas juveniles y adultas. LIl Congreso nacional de ciencias

fisiologicas. 27-30 de septiembre 2009. Morelia Michoacan.

Evidencia de ligamiento en el gen DRD4 en pacientes esquizofrénicos
mexicanos. XXXII Congreso Nacional de Genética Humana 7-11 de Noviembre
2007 Oaxaca, Oax.
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