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Introduccion

1. Esquizofrenia

1.1. Definicion

El término esquizofrenia (del griego, schizo: "division" o "escision"
y phrenos: "mente”, que significa "la mente partida"), fue introducido por
primera vez por Bleuler en 1911 para describir un trastorno caracterizado
por una escision en la asociacién de ideas y una retirada de la realidad y
de la vida social (Bleuler, 1950). Los manuales de diagndstico mas
utilizados en la actualidad, el DSM-IV-RT y el CIE-10 (ANEXO ), definen
la esquizofrenia como un trastorno multidimensional que afecta a
funciones emocionales y cognitivas, que incluye pobreza afectiva o
inapropiada, distorsiones de la percepcion y del pensamiento, pobreza en
la comunicaciéon y en el lenguaje, y comportamiento desorganizado o
catatonico. Los sintomas caracteristicos de la esquizofrenia se han
clasificado a menudo en dos grandes categorias, sintomas positivos y
negativos, a las que recientemente se ha afadido una tercera, la de
desorganizacién (American Psychatric Association, 2004; Ho y cols.,
2005). Los sintomas positivos son excesos o distorsiones del
funcionamiento normal (p.e., ideas delirantes, alucinaciones), mientras
que los sintomas negativos suponen un déficit del funcionamiento normal
(p.e., disminucién de la expresién afectiva o verbal y de la motivacién). La
tercera categoria de los sintomas, incluida en el grupo de sintomas
positivos en la anterior clasificacion, es una alteracion en la organizacion

normal (p.e., el lenguaje desorganizado o trastornos del pensamiento, el
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Introduccion

comportamiento desorganizado y la incongruencia afectiva). En la
actualidad, existe una tendencia a considerar el deterioro cognitivo como
el déficit fundamental de la esquizofrenia (Ho y cols., 2005). Las
principales manifestaciones de este déficit son las alteraciones de la
funcién neurocognitiva que incluyen defectos en la memoria de trabajo
(tipo de la memoria a corto plazo que permite mantener y manejar
temporalmente la informacién necesaria para realizar un trabajo mental), y
las alteraciones en la capacidad de atencion en funciones ejecutivas
(procesos mentales que permiten responder y adaptarse de modo
apropiado al entorno e incluyen la capacidad de planificacién, la
abstraccion, la flexibilidad del pensamiento, la resolucién de problemas y
la toma de decisiones). Estos sintomas son unos de los mas
discapacitantes ya que a menudo interfieren con la habilidad de los
pacientes para llevar una vida normal, y pueden causar un gran trastorno
emocional (Tamminga y Holcomb, 2005). Este trastorno afecta
aproximadamente al 1% de la poblacién, tanto a hombres como a
mujeres, aunque la edad de su aparicion y su curso varian entre los

géneros (Kaplan y cols., 1994; Rapoport y cols., 2005).
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1.2. Etiologia de la esquizofrenia

Aunque la etiologia de la esquizofrenia es desconocida, se sabe
que estan implicadas diversas anomalias neuromorfologicas y
neuroquimicas, originadas por factores ambientales y epigenéticos sobre
una predisposicion genética, de caracter poligénico, en el que se hallan
implicados varios genes interactuando entre si (Dubertret y cols., 1998).
Numerosos estudios han relacionado alteraciones en la neurotransmision
mediada por aminas bidgenas con la patogenia de la psicosis
esquizofrénica (Pani y cols., 2007). Es muy probable que la disfuncion
cerebral de esta enfermedad no esté basada en la anomalia de un sélo
sistema neuroquimico. Por eso se han postulado diferentes hipotesis, con
su correlato en distintos modelos experimentales, como los
dopaminérgicos (Carlsson y cols., 1988), glutamatérgicos (Mouri y cols.,
2007) o serotoninérgicos (Gutiérrez y cols., 2002), que tratan de explicar,
aunque sea parcialmente, los mecanismos etiopatogénicos subyacentes a
la enfermedad. Gran parte de estas hipotesis se han generado sobre la
observacion de farmacos efectivos en distintos sintomas esquizofrénicos.

Asi, la "hipdtesis dopaminérgica" surge porque el tratamiento de los

sintomas positivos de la enfermedad, se hace con antagonistas
dopaminérgicos, y algunos de estos sintomas pueden ser reproducidos
por drogas como las anfetaminas, que aumentan el tono dopaminérgico.
Segun esta hipdtesis, la hipofuncion dopaminérgica mesocortical es
responsable de los sintomas negativos, y como consecuencia de este

déficit se produciria una hiperactividad mesolimbica responsable de los
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sintomas positivos. La "hipotesis serotoninérgica" se basa en el efecto

antipsicotico de los farmacos atipicos al actuar sobre los receptores 5-
HToa ¥y 5-HT4a, que se encuentran alterados en la esquizofrenia. La

"hipotesis _glutamatérgica" o de la hipofuncién de los receptores NMDA

surge de la observacién del efecto de diversos antagonistas de los
receptores del glutamato de tipo NMDA (ketamina) que mimetizan
numerosos sintomas de la esquizofrenia en individuos sanos y agravan
los sintomas en individuos esquizofrénicos. Una alteracion del
neurodesarrollo  conllevaria una neurotransmisién  glutamatérgica
inadecuada, que en la historia natural de la enfermedad, deriva en
estados hiperglutamatérgicos desencadenados por la neurotransmision

dopaminérgica incrementada al inicio de la edad adulta.

1.3. La hipétesis del neurodesarrollo de la esquizofrenia

Ademas de las hipdtesis basadas en las alteraciones
neuroquimicas, existen otras que explican la esquizofrenia por
alteraciones en el neurodesarrollo (Weinberger, 1986; Murray y Lewis,
1987; Bogerts, 1989; Crow y cols., 1989; Lewis, 1989;Waddington, 1990;
Mednick y cols., 1991; Bloom, 1993); Las evidencias provienen de
estudios post mortem de los cerebros de pacientes esquizofrénicos que
muestran anomalias a nivel de migracién, tamafio y organizacion neuronal
(Jakob y cols., 1986; Benes y cols., 1991). Algunos cambios neuronales

importantes que han sido observados en cerebros de pacientes
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esquizofrénicos, incluyen un aumento del volumen ventricular y una
disminucién en el peso total del cerebro y en el volumen del hipocampo
(Buchsbaum y cols., 1997; Whitworth y cols., 1998;), y han sido
observados en pacientes con un primer episodio de esquizofrenia, y en
algunos estudios permanecen constantes durante todo el curso de la

enfermedad (Velakouli y cols., 1999; Wood y cols., 2001).

Estudios de resonancia magnética (RMI) del cerebro de pacientes
esquizofrénicos, sin ningun tratamiento antipsicético, muestran una
reduccion del volumen y anomalias morfolégicas del hipocampo (Lawrie y
Abukmeil, 1998; Maier y cols., 2000). Los gemelos no afectados, con una
predisposicion genética a la esquizofrenia, también han mostrado una
reduccion en el volumen del hipocampo en comparacion con los
controles, aunque no tanto como la de gemelos afectados (Weinberger y
cols.,, 1992). Otros estudios han demostrado una reducciéon en los
marcadores neuronales, como el N-acetil-aspartato (NAA), una reduccion
de la actividad metabdlica y una actividad neuroquimica alterada en el
hipocampo de pacientes esquizofrénicos (Maier y clos., 1995; Deicken y
cols., 1998). Ademas, la estimulacién eléctrica del giro parahipocampal en
personas normales provoca fendmenos psiquicos (Weinberger y cols.,
1991). En conjunto, estos resultados sugieren que el hipocampo puede
tener un papel central en la fisiopatologia de la esquizofrenia.

El hipocampo, que incluye el giro dentado, asta de Amo6 (CA1-
CA3) y el subiculo, recibe la mayor parte de las proyecciones de la

corteza entorrinal (Steward, 1976). El hipocampo, a su vez, envia
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proyecciones hacia la corteza prefrontal, al complejo amigdalino, al nucleo
accumbens (NAcc), y al hipotdlamo (Psatta y cols., 1974; Verwer y cols.,
1997). Debido a esta gran conectividad del hipocampo, una alteracion de
este area puede causar un malfuncionamiento de las conexiones
cerebrales. Los estudios morfolégicos han demostrado una aberracion en
la migracién y agrupamiento celular en la corteza entorrinal (Jakob y cols.,
1986) y una alteracion en la orientacion de las neuronas piramidales en el
hipocampo (Kovelman y cols., 1984) de pacientes esquizofrénicos. Dado
que la migracion neuronal ocurre muy temprano en el desarrollo, estos
resultados sugieren que una aberracidén en el desarrollo del hipocampo
puede ser una neuropatologia importante en la esquizofrenia. De hecho,
se ha demostrado que altos niveles de estrés afectan la neurogénesis del
hipocampo, reducen la densidad dendritica, y conducen a una atrofia de
las células existentes (Sapolsky y cols., 1990). Una posibilidad es que una
interaccion entre los dafos genéticos y los factores ambientales puede
alterar el sistema nervioso durante estas etapas criticas del
neurodesarrollo, lo que conduce a una alteracion del hipocampo y sus
conexiones cerebrales y a la aparicion de algunos sintomas de la

esquizofrenia.

Estudios histolégicos revelaron también una ausencia de gliosis,
lo que excluye un proceso neurodegenerativo (Roberts y cols., 1987;
Rajkowska y cols., 1998), y sugiere que la pérdida de volumen observada
en los cerebros de pacientes esquizofrénicos puede ser debida a una
displasia pre-existente. Sin embargo, otros estudios han sugerido que los
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cambios morfolégicos observados en los cerebros de estos pacientes
pueden ser indicativos de la neurodegeneracion, como ha sido mostrado
por una aceleracion de los procesos de reduccién del volumen y el
alargamiento ventricular progresivos del cerebro en comparacion con lo
que se observa durante el proceso del envejecimiento normal (Rapoport y
cols., 1997; Sporn y cols., 2003;).

Una de las hipotesis del neurodesarrollo que ha suscitado mas
atencion es la que ha sido propuesta por de Weinberger en 1995. Esta
hipotesis postula que las alteraciones en el desarrollo embrionario del
cerebro, posiblemente causadas por la alteracion de la migracion
neuronal, conducen a una conectividad neuronal anormal entre las
cortezas temporolimbica y frontal, que causa un aumento de la actividad
dopaminérgica (Weinberger, 1995). Ademas, se indica que el déficit del
comportamiento puede no resultar de una falta de conectividad, sino de
una alteracién de la conectividad, es decir que las regiones del cerebro
estan incorrectamente conectadas (Weinberger y Lipska, 1995). Hoy en
dia, la hipdtesis de neurodesarrollo sigue recuperando protagonismo,
aunque no es una hipdtesis nueva, ya que surgié hace mas de noventa
afios (Southard, 1915). Un aspecto importante de la hipdtesis del
neurodesarrollo de la esquizofrenia, es la apariciéon en la fase de post-
pubertad de los sintomas positivos y negativos. Sintomas premorbidos,
como el retraso en el desarrollo, déficits cognitivos, anormalidades en las
interacciones sociales y las funciones motoras, estan ya presentes a la
edad de un afo en los pacientes esquizofrénicos (Walker y Lewine, 1990;

Olin y Mednick, 1996;Ellison y cols., 1998; ). Sin embargo, estos sintomas
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no se pueden utilizar para el diagnostico de la esquizofrenia, por existir
sintomas premorbidos similares enotros trastornos, como el trastorno
bipolar (Cannon y cols., 1997).

Independientemente de la naturaleza exacta de los sintomas
premoérbidos, esta bien establecido que los sintomas de diagndstico de la
esquizofrenia s6lo surgen durante la adolescencia o poco después, lo que
es dificil de superar por la hipotesis del neurodesarrollo (Weinberger,
1995). Kennard demostré que la lesién neonatal de la corteza de los
primates, produce cambios comportamentales a la edad temprana del
animal, pero que disminuyen con el avance en la edad (Kennard, 1936).
Kolb y colaboradores. después sugirieron que la lesidén neonatal de la
corteza en la rata no altera la funcién, en comparacion con las lesiones de
ratas adultas (Kolb y Nonneman, 1978). Sin embargo, los resultados en
animales empezaron a soportar la hipotesis del neurodesarrollo de la
esquizofrenia cuando se demostrd, tanto en los primates como en las
ratas, que la lesidén del cerebro pre y neonatal no es necesariamente mas
compensada en comparacion con la lesion del cerebro adulto (Goldman,
1971; Kolb y Whishaw, 1985). Ademas, los resultados de Goldman han
demostrado que es posible que los efectos sobre el comportamiento de
las lesiones neonatales no parezcan evidentes hasta la adolescencia
(Goldman, 1971), lo que ha sido apoyado por Kolb mostrando que los
efectos anatémicos de las lesiones neonatales también se evidencian solo
durante la adolescencia (Kolb, 1987). Por ultimo, de nuevo sin hacer
frente a la esquizofrenia en si, el modelo del neurodesarrollo de
Weinberger recibi6 apoyo del estudio de van Praag y cols. (1996),
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quienes demostraron que la reorganizacion de las conexiones axonales
consecutivas a la lesion neonatal del hipocampo neonatal puede dar lugar
a los déficits en la memoria espacial, lo que sugiere que hay realmente
una alteracion de la conectividad mas que una desconectividad.

Sin embargo, de manera general, la importancia de los modelos
animales para el estudio de la hipdtesis del neurodesarrollo de la
esquizofrenia, sale a la luz con el modelo de la lesion neonatal del
hipocampo ventral (Lipska y cols., 1993b). Uno de los importantes
descubrimientos en este modelo, en relacibn con la hipétesis del
neurodesarrollo de la esquizofrenia, es el hecho de que los animales no
muestran ningun efecto de la lesion sobre el comportamiento cuando se
evaluaron en la pre-pubertad (Lipska y cols., 1993b). Otro hallazgo
importante a favor de la hipétesis de neurodesarrollo de la esquizofrenia
es el hecho de que las ratas lesionadas en el hipocampo ventral en el
periodo neonatal muestran un comportamiento parecido al de las ratas
lesionadas en la CPFM en la edad adulta, y no al de las ratas lesionadas
en el hipocampo en la edad adulta, lo que sugiere que la LNHV altera el

desarrollo de la CPFM (Lipska y cols., 1993b).

1.4. Tratamiento de la esquizofrenia

Delay y Denicker propusieronel término de neuroléptico (NL) por
primera vez en 1957, basandose los criterios siguientes: tener una
actividad psicoléptica sin componente hipndtico; mostrar una accion

reductora de ciertas psicosis (accion antipsicética);  inducir
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manifestaciones secundarias neuroldgicas y neurovegetativas, y tener
una accion subcortical dominante.

En la actualidad, existen dos tipos de NL, los tipicos y los atipicos,
estos Ultimos denominados también neurolépticos de segunda
generacion, de los cuales forma parte la risperidona (RISP), el farmaco

antipsicaotico utilizado en nuestro estudio.

1.4.1. Los neurolépticos tipicos

Existen muchos NL tipicos que responden a la definicion de Delay
y Denicker y cuyos prototipos son la haloperidol (Haldol®) y la
clorpromazina (Largactil®). A nivel clinico, todos los NL tipicos permiten
mejorar significativamente la sintomatologia positiva, reduciendo la
intensidad de los trastornos y bajando el riesgo de recaidas. Sin embargo,
sus efectos sobre la sintomatologia negativa y desorganizada son muy
limitados. Por otra parte, el 30% de los pacientes esquizofrénicos no
responden al tratamiento con los NL tipicos. Ademas, estos agentes
inducen efectos segundarios neuroldgicos invalidantes en el 10 al 30% de
los pacientes, incluyendo el sindrome extra-piramidal y las disquinesias
tardias. En cuanto a su mecanismo de accion, todos los NL tipicos
comparten la caracteristica de ser antagonistas de los receptores de
dopamina tipo-D, (Tabla 1), aunque también bloquean otros tipos de
receptores, o que va a condicionar tanto su accion terapéutica como sus
efectos secundarios. Estudios de neuroimagen han demostrado que los

efectos antipsicéticos de los NL tipicos estan correlacionados con una
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tasa de ocupacion de los receptores D, de 65 a 70% (Remington y Kapur,
1999). La disminuciéon de la transmisién dopaminérgica inducida por el
bloqueo de los receptores D,, particularmente a nivel de la via
mesocorticolimbica implicada en los procesos de motivacién y de
cognicion, podria ser responsable del efecto beneficioso de los NL tipicos
sobre los sintomas psicoéticos. Ademas, el bloqueo de los receptores D,
de la via nigro-estriatal implicada en el control de la funcion motora
voluntaria podria ser responsable de la emergencia de los efectos

secundarios neurolégicos.

1.4.2. Los neurolépticos atipicos

Debido a la limitacion de los efectos beneficiosos de los NL
tipicos sobre los sintomas negativos y desorganizados y sus efectos
secundarios devastadores, la investigacion basica y aplicada ha permitido
desarrollar nuevas moléculas calificadas de NL de segunda generacion o
atipicos. Ejemplos de los NL atipicos son: RISP (Risperdal®), clozapina
(Leponex®), amisulprida (Soliani®), olanzapina (Zyprexa®) o aripiprazol
(Abilify®).

Los NL atipicos han sido ampliamente prescritos por los clinicos
porque han demostrado una mayor eficacia terapéutica, especialmente
sobre los sintomas negativos y desorganizados y minimos efectos
secundarios neurolégicos. No obstante, los recientes meta-analisis
demostraron que el perfil clinico de los NL atipicos es muy variable segun

la molécula y que su mayor eficacia terapéutica sobre los sintomas
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negativos y desorganizados en comparacion con los NL tipicos no es
sistematica (Remington Kapur, 2000, Miyamoto y cols., 2005). Por otra
parte, algunos NL atipicos inducen efectos secundarios severos que
incluyen  complicaciones  metabdlicas y  cardiovasculares, vy
agranulocitosis,.

En cuanto a su mecanismo de accidn, los NL atipicos son también
antagonistas de los receptores Dy, pero los estudios de neuroimagen han
puesto de manifiesto un nivel de ocupacion de estos receptores por los
NL atipicos menor que el de los NL tipicos, lo que sugiere que el efecto
antipsicotico de los NL atipicos no puede explicarse unicamente por su
accién sobre los receptores D,. Asi, el perfil farmacolégico de NL atipicos
ha revelado afinidades para otros tipos de receptores, incluyendo los
receptores de serotonina de tipo 5-HT,a, para los cuales tienen una
actividad antagonista, los receptores de 5 HT1a para los cuales tienen una
actividad agonista parcial y los receptores adrenérgicos de tipo a1 para
los cuales tienen también una actividad antagonista (Tabla 1). Las
diferencias en las afinidades por los receptores de los NL atipicos podrian
ser responsables de la variabilidad de sus efectos clinicos. En la medida
en que los receptores 5-HT,a ejercen una actividad moduladora sobre la
liberacion de la DA cortical y sub-cortical, muchos autores han sugerido
que el perfil clinico de los NL atipicos podria explicarse por su doble
actividad antagonista de los receptores D, y antagonistaa 5-HT,a (Meltzer

y cols., 1989, Miyamoto y cols., 2005).
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D1 D2 D3 D4 5HT2A 5HT1A (o 0] 02 H1 M1
Clozapina + + + | ++ | 4+ ++ |+ |+ ||
Amisulprida| - |++++| ++ | + - - - - - -
Risperidona| + | +++ | ++ | - +++ + +4++ | ++ | - -
Olanzapina | ++ | ++ | + | ++ | +++ - ++ |+ [+ |+
Aripiprazola| - |++++ |+++ | +++ + + + + + -
Haloperidol | + |++++|+++ | +++ - - +++ | - - -

Tabla 1: Afinidad de los NL atipicos y la haloperidol para los receptores de la
dopamina segun los estudios in vitro (adaptado de Miyamoto y cols., 2005).
- minima o nula; + baja; ++ moderada; +++ alta; ++++ muy alta.

Mas alla de la accion farmaco-receptor, los NL atipicos, y también
los tipicos, pueden ejercer su accion via otros mecanismos (Konradi y
Heckers, 2001), como la plasticidad neurornal (Scherk y Falkai, 2006),
mediante la neurogénesis y la plasticidad sinaptica (Toro y Deakin, 2007),
procesos que se han asociado a mejoras en los procesos cognitivos y
mnésicos. Existen evidencias de que el tratamiento crénico con NLs
incrementa la neurogénesis en la regién subventricular y subgranular del
hipocampo, y también de las células gliales en la corteza prefronal
(CPF)(Newton y Duman, 2007). Sin embargo, se necesitan mas estudios
y analisis post mortem para poder precisar la relevancia de estas
acciones en la fisiopatologia de la esquizofrenia (Newton y Duman, 2007).

El tratamiento con los NL atipicos parece incrementar los
volumenes del talamo y de la sustancia gris cortical, mejorando los

cambios estructurales producidos por la enfermedad (Tomelleri y cols.,
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2009). No parece, sin embargo, que los NL aumenten el volumen de los
ganglios basales (GB) en pacientes que nunca han tomado medicacion,
como es el caso de los NL tipicos (Miller y cols., 1997; Chakos y cols.,
1998), aunque al cambiar la medicacion de “tipica” a “atipica”, parece
producirse una reduccion del volumen de los GB, permitiendo una
“normalizacion” de esta estructura en comparacion con sujetos normales
(Bilder y cols., 1994; Chakos y cols., 1994; Keshavan y cols., 1994;
Cakos y cols., 1995). Los NL atipicos antagonizan los receptores D2, pero
presentan menor afinidad y menor poder ocupacional de este receptor
(Bymaster y cols., 1996; Strange, 2001). Los cambios observados en la
estructura cerebral pueden, sin embargo, reflejar alteraciones
neuropatolégicas progresivas presentes en, por lo menos, algunas formas
de esquizofrenia (Falkai y cols., 2004). De acuerdo con esto, dichos
farmacos pueden enlentecer o frenar el proceso “esquizofrénico”, mientras
que los farmacos convencionales no lo hacen. Es posible que esto se
produzca mediante el agonismo de los receptores NMDA (Cosi y cols.,
2005; Millan, 2005), aumentando la expresién de factores neurotréficos
(Fumagalli y cols., 2004; Angelucci y cols., 2005), y estimulando la
neurogénesis (Halim y cols., 2004; Wang y cols., 2004). Estos datos
muestran claramente que los antipsicoticos atipicos mejoran la
fisiopatologia y la degeneracion neuronal que naturalmente se produce en

la enfermedad.
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1.4.21. Neurolepticos atipicos y alteraciones metabdlicas

El empleo de los NL atipicos puso de manifiesto la asociacién
entre estos farmacos y el aumento de peso y la aparicion de
complicaciones metabdlicas que aumentan el riesgo cardiovascular y la
mortalidad, factores cuya probabilidad y magnitud difieren
sustancialmente segun el farmaco utilizado y segun el paciente (Daumit y
cols., 2008).

A partir de numerosos estudios realizados en sujetos
esquizofrénicos, se ha concluido que, aunque el riesgo es mayor con el
uso de clozapina y olanzapina (Cohen y cols., 2006; Assié y cols., 2008),
el empleo de NL, tanto tipicos (Dixon y cols., 2000) como atipicos
contribuyen al incremento del riesgo de obesidad, diabetes y dislipemia
(Lean y Pajonk, 2003). También se han descrito polimorfismos genéticos
asociados a un mayor riesgo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) en
pacientes tratados con antipsicéticos atipicos (Irvin y cols., 2009).

Los mecanismos por los cuales estos farmacos alteran el
metabolismo lipidico son muy variados. Se acepta que el aumento de la
adiposidad inducida por el tratamiento con medicamentos antipsicéticos,
es uno de los mecanismos que puede alterar los procesos metabdlicos,
aunque estas alteraciones también pueden ser independientes de la
adiposidad, ya que pueden aparecer en personas que no aumentan de

peso (Cohen, 2006).
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Los NL atipicos tienen perfiles farmacolégicos muy diversos, con
afinidades diferentes para los receptores implicados en la regulacion del
peso corporal. RISP presenta alta afinidad sobre 5-HT,a, 5-HT7, a1, H1,
Dy, a2 y 5-HT1D (Schotte y cols., 1996). En el hombre, se asocia al
aumento de peso moderado, unos 2,1 kilogramos durante un periodo de
diez semanas (Allison y cols, 1999).

Entre otros mecanismos por los que los NL atipicos pueden
inducir obesidad y alteraciones lipoliticas, podria citarse el aumento de
los niveles séricos de leptina dias después del inicio del tratamiento
(Zhang y cols., 2004). Hay algunos autores que afirman que los NL
atipicos deterioran el metabolismo de sustratos lipidicos, principalmente, a
través de efectos directos sobre tejidos periféricos, como el tejido adiposo
(Vestri y cols., 2007).

Uno de los factores clave en los efectos secundarios de los NL
radica en las diferentes afinidades que estos farmacos tienen por los
sistemas receptoriales implicados en el metabolismo (Kapur y Seeman,
2001), y que determina su grado de participacién en las alteraciones
metabdlicas inducidas por el tratamiento (Richelson, 1999); Risperidona
tiene afinidad por los receptores histaminérgicos H1 correlacionados con
el aumento de peso (Kroeze y cols., 2003; Poyurovsky y cols., 2005;
Sakata y cols., 1988; Wirshing y cols.,,. 1999), los receptores
serotoninérgicos 5-HT,c, que reducen la ingesta y aumentan el gasto
energético (Hayashi y cols.,. 2004), o los receptores adrenérgicos (3)
que estimulan la lipdlisis. Siendo el exceso de peso el principal
responsable del mayor riesgo de hipertrigliceridemia y dislipemia, parece
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ser que viene condicionado fundamentalmente por el bloqueo de los
receptores histaminérgicos H1 (Kroeze y cols., 2003), y en menor medida
de los 5HT,. Aunque de todos los antipsicoticos atipicos, Clozapina y
Olanzapina son los que inducen la mayor ganancia de peso (Davoodi y
cols., 2009), RISP también provoca aumentos de peso (Zipursky y cols.,
2005). Los antipsicéticos atipicos ademas, modifican el perfil lipidico,
actuandodirectamente sobre los adipocitos (Yang y cols.,, 2009),
estimulando la lipogénesis e inhibiendola lipdlisis (Minet-Ringuel y cols.,
2007), con lo que se altera el tamafo en los adipocitos. Por todo ello,
intentaremos comprobar en nuestro estudio el impacto de |la
administracion crénica y aguda de RISP, sobre la adiposidad y la funcion

secretora adipocitaria

1.4.2.2. Larisperidona

La RISP (Risperdal®, Janssen-Cilag) es un compuesto organico
que pertenece a la familia quimica de los benzisoxazoles introducida en el
mercado en 1992. Su designacion quimica es 3-[2-[4-(6-fluoro-1,2-
benzisoxazol-3-il)-1-piperidinil]etil]-6,7,8,9-tetrahidro-2-metil-4H-pirido[1,2-

a] pirimidin-4-ona. Su formula molecular es C23H27FN402.

/N CHy
N .
! *%%

Figura 1: Formula molecular de la risperidona.
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La RISP se ha empleado en el tratamiento de otras enfermedades
psiquiatricas ademas de la esquizofrenia, tales como el trastorno bipolar,
depresion mayor, depresidén psicotica, trastorno obsesivo compulsivo y
sus espectros, trastorno por estrés post-traumatico y otros trastornos de

ansiedad (Ravindran y cols., 2007).

Caracteristicas farmacocinéticas: La RISP se absorbe
rapidamente por la barrera gastrica y su absorcion es independiente del
consumo de alimentos. En plasma, se alcanzan concentraciones
plasmaticas maximas en 1-2 h después de la administracion, y niveles
estables a los 5 dias. La vida media de la RISP (3 h) y de su metabolito
activo, la 9-hidroxi-RISP (21-30h) también varian segun el tipo de
metabolismo individual (Ravindran y cols., 2007). La RISP se metaboliza
a 9-hidroxi-RISP mediante el citocromo P-450 IID6 y se distribuye
rapidamente. El volumen de distribucién es de 1-2 I/kg. La union de RISP
a las proteinas plasmaticas es del 88%, la de 9-hidroxi-RISP es del 77%.
Una semana después de la administracion, el 70% de la dosis se excreta
por orina y un 14% por heces. En orina, la RISP y la 9-hidroxi-RISP
representan entre el 35 - 45% de la dosis. El resto, son metabolitos
inactivos. Un estudio con dosis uUnica demostr6 concentraciones
plasmaticas activas mas elevadas y una eliminacién mas lenta de RISP
en personas de edad avanzada y en pacientes con insuficiencia renal
(Snoeck y cols., 1995; Aichhorn y cols., 2005). Las concentraciones
plasmaticas de RISP fueron normales en pacientes con insuficiencia
hepatica (Snoeck y cols., 1995).
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Caracteristicas farmacodinamicas: El equilibrio del antagonismo
de la dopamina y de la serotonina a nivel central permite alargar la
actividad terapéutica de este farmaco a los sintomas negativos y afectivos
de la esquizofrenia, y también reducir la posibilidad de aparicion de
efectos extrapiramidales (Adaptado del Simposium terapéutico, 2007). La
RISP, es un antagonista selectivo mono-aminérgico con propiedades
unicas, que posee elevada afinidad para los receptores serotoninérgicos
5-HT,a y dopaminérgicos D,. El farmaco se une igualmente a los
receptores a-1-adrenérgicos y, con una afinidad mas baja, a los
receptores histaminérgicos H1 y a-2-adrenérgicos. La RISP no posee
ninguna afinidad para los receptores colinérgicos. A pesar de que la RISP
sea un potente antagonista de los receptores Dy, mejorando los sintomas
positivos de la esquizofrenia, causa menos depresion en la actividad
motora e induccién de catalepsia que los NL convencionales.

Tal como hemos dicho en el apartado anterior, el antagonismo D/
5-HT,a de la RISP parece ser el mecanismo de accion, que le confiere la
capacidad de mejorar también los sintomas negativos de la esquizofrenia,
y posiblemente tener algun efecto ansiolitico, antidepresivo y en la mejora
de la memoria (Aguilar y cols., 1997; Hillert y cols., 1992). El bloqueo de
estos receptores a nivel presinaptico produce una mayor liberacion de DA,

principalmente en la CPF (Stockmeier y cols., 1993). Ademas, parece
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existir estimulacién indirecta de receptores 5-HT1a en CPF por la RISP,

que también facilitan este proceso (Ichikawa y cols., 2001).

Efectos secundarios: Analizando la extensa experiencia clinica
disponible, incluyendo tratamientos a largo plazo, podemos decir que la
RISP es generalmente bien tolerada. En muchas circunstancias, ha sido
dificil diferenciar los efectos colaterales de sintomas de enfermedades
subyacentes. Los efectos colaterales mas frecuentes asociados al uso de
RISP son: insomnio, agitacion, ansiedad, cefaleas; menos comunes son:
somnolencia, fatiga, mareos, falta de concentracion, diarrea, dispepsia,
nauseas/vomitos, dolor abdominal, visién borrosa, priapismo, disfuncion
eréctil, disfuncién eyaculatoria, disfuncion orgasmica, incontinencia
urinaria, rinitis, eritema y otras reacciones alérgicas. Se han observado
casos de accidentes cerebrovasculares durante el tratamiento con RISP.
La RISP posee menor propension a inducir sintomas extrapiramidales que
los NL clasicos. Sin embargo, en algunos casos, pueden producirse los
siguientes sintomas extrapiramidales: temblor, rigidez, salivacién
excesiva, bradiquinesia, akatisia, distonia aguda. Estos son generalmente
leves y reversibles con la reduccién de la dosis y/o la administracion de
una medicacion antiparkinsoniana, si fuera necesario. También, se ha

observado que la administracion de RISP produce ocasionalmente una
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hipotensidn (ortostatica) y una taquicardia (refleja) o hipertension, y a
veces un leve descenso en el recuento de neutréfilos y/o plaquetas.La
RISP puede inducir un incremento dosis-dependiente en la concentracion
plasmatica de prolactina. Las manifestaciones posibles asociadas son:
galactorrea, ginecomastia, trastornos menstruales, y amenorrea.Se ha
observado aumento de peso, edema y aumento de enzimas hepaticas

durante el tratamiento con RISP.
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2. Modelos animales de esquizofrenia

A pesar de las dificultades inherentes a la utilizacion de los
animales para el estudio de las patologias psiquiatricas, el desarrollo de
los modelos animales es un paso esencial para la comprension de los
mecanismos fisiopatolégicos de estas enfermedades, por la posibilidad de
realizar ciertas aproximaciones que no son posibles en los humanos.
Cuatro criterios fueron definidos por McKinney y Bunney (1969) para la
validez de un modelo animal de una enfermedad psiquiatrica: la similitud
de las condiciones de induccion (validez de la construccion), la similitud
de los estados comportamentales (validez del fenotipo), la similitud de los
mecanismos neurobioldgicos (validez de la expresion) y la similitud de la

respuesta a los tratamientos (validez de la prediccién).

Aunque la experimentaciéon animal no permite el acceso a toda la
sintomatologia de la patologia humana, si es posible asociar ciertas
anomalias comportamentales con diferentes aspectos sintomaticos de la
esquizofrenia. Por tanto, se considera generalmente que una
hipersensibilidad comportamental a los factores estresantes y a la
administraciéon de psicoestimulantes en los roededores, simula los
trastornos asociados a los sintomas positivos de la esquizofrenia,
incluyendo sobre todo la agitacién psicomotriz y la hipersensibilidad a los
agentes psicotomiméticos (Arguello y Gogos, 2006). En relacién con el
severo aislamiento social y afectivo observado en los pacientes
esquizofrénicos, se asume que las alteraciones de las interacciones

sociales en los roedores simulan los trastornos asociados a los sintomas
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negativos de la esquizofrenia (Arguello y Gogos, 2006). Por ultimo, se
considera también que las alteraciones de las capacidades mnésicas, el
procesamiento de las informaciones sensoriomotoras y de los procesos
atencionales simulan las anomalias asociadas a los sintomas
desorganizados de la esquizofrenia (Arguello y Gogos, 2006).

Los modelos animales de esquizofrenia han sido generados para
comprobar las diferentes hipotesis de esta enfermedad.Los modelos
iniciales se basaron en "la hipotesis dopaminérgica" de la enfermedad; En
este modelo, se probd el comportamiento de los animales en respuesta a
diferentes agonistas de los receptores dopaminérgicos, como la
anfetamina y la apomorfina, y también de los antagonistas de estos
receptores, como raclopride (Hantraye, 1998). Este modelo, aunque logré
simular muchos de los sintomas de la esquizofrenia (como las respuestas
estereotipicas, los déficits sensoriomotores a los agonistas
dopaminérgicos y la mejora de los comportamientos aberrantes
generados por los antagonistas dopaminérgicos como el
haloperidol)(Sams-Dodd, 1998), no era capaz de simular los sintomas
negativos de los pacientes esquizofrénicos, por lo que se consideré un

modelo incompleto de la enfermedad.

Con la aparicion de la "hipdtesis glutamatérgica” de la
esquizofrenia, se produjeron nuevos modelos manipulando los receptores
NMDA, y logrando “reproducir” en estos animales muchas alteraciones
comportamentales relacionadas con esta enfermedad. Por ejemplo, los
animales con una expresion reducida de los receptores NMDA, muestran
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un aumento de la actividad motora, de las estereotipias y déficits en las
interacciones sociales (Mohn y cols., 1999). Ademas, los antagonistas de
los receptores NMDA como la PCP y MK-801, fueron utilizados para
inducir comportamientos similares a los sintomas positivos y negativos de
la esquizofrenia, y para comprobar el efecto potencial de los farmacos
antipsicoticos sobre estos comportamientos (Bakshi y Geyer, 1995;
Corbett et cols., 1995). En estos modelos, los antipsicéticos atipicos como
clozapina tuvieron un mejor efecto sobre los comportamientos anormales
en comparacion con los antipsicoticos tipicos, o que indica una alteracién

de otros sistemas de neurotransmisores en la esquizofrenia.

2.1. Modelos animales basados en la hipétesis del neurodesarrollo

La hipotesis del neurodesarrollo de la esquizofrenia, investigo
mediante modelos animales, muchos factores que podrian interferir con el
desarrollo normal del cerebro, y aumentar el riesgo de desarrollar esta
enfermedad. Las funciones de varios genes implicados en el
neurodesarrollo de la esquizofrenia fueron exploradas recurriendo al uso
de ratones transgénicos, entre los que podemos citar los siguientes:

v’ ratén heterocigoto (nrg-1 +/-),para la Neuregulina-1(NRG-1), que mostré
una conducta exploratoria anormal, déficits en la IEP y la inhibicion latente,
y un aumento en la expresion de los receptores NMDA (Rimer y cols.,
2005).Algunas alteraciones comportamentales observadas en este modelo
pueden ser mejoradas con los antipsicéticos atipicos como la clozapina, lo
que sugiere que las variaciones del NRG-1 pueden contribuir de algun

modo en las anomalias observadas en la esquizofrenia.
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v’ ratén con la deleciéon del gen NCAM-180, que codifica la molécula de
adhesion de las células neuronales 180 que participa en la migraciéon
neuronal. Este ratébn mostré6 una migracién neuronal anormal en la zona
subventricular, un alargamiento ventricular, alteraciones morfolégicas del
hipocampo, y déficit en la IEP (Tomasiewicz y cols., 1993).

v’ ratén con la mutacién en la expresion de las subunidades NR1 del receptor
NMDA, es otro ejemplo de estos modelos transgénicos. Este ratdbn mostro
una hiperactividad locomotora, que se puede atenuar después con la
haloperidol, y también déficits en el comportamiento social que se pueden

reducir con la clozapina (Mohn y cols., 1991).

El impacto significativo sobre el periodo prenatal y postnatal
temprano en el neurodesarrollo ha sido también estudiado mediante

modelos animales de esquizofrenia.

v modelo de deprivacion nutricional, como es el caso de ratas sometidas a
una dieta proteica, durante las etapas tempranas del desarrollo cerebral.
Esta deficiencia nutricional muestra una alteracion en el desarrollo y la
funcién del hipocampo en la edad adulta, que pueden tener relacién con
los déficits del aprendizaje y la memoria (Bronzino y cols., 1996; Brown y
cols., 1996). Otro modelo es aquel en que se estudio el

v' modelo de infeccién viral prenatal, que afecta al neurodesarrollo cortical e
hipocampal, mostrando una reduccion del area de estas regiones
cerebrales y un numero bajo de células de reelina positivas, lo que implica
un defecto en la migracion neuronal (Fatemi y cols., 1999).

v' modelo de insuficiencia placentaria crénica, que mostré una restriccion en
el crecimiento fetal. Esta restricciéon se manifiesta en el alargamiento de los

ventriculos laterales y en la reduccion del volumen del hipocampo, junto
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21.1.

con una migracion neuronal anormal en la corteza y algunas alteraciones
comportamentales analogas a los sintomas de la esquizofrenia (Rehn vy
cols., 2004).

interrupcion temprana del neurodesarrollo prenatal mediante toxinas, como
el caso del metilazoximetanol (MAM). Este modelo mostro alteraciones en
las interacciones sociales y en la morfologia cerebral en animales adultos
(Moore y cols., 2006; Featherstone y cols., 2007).

modelo de privacion maternal en la vida postnatal temprana. Ciertas cepas
de rata, sometidas a esta practica, muestran alteraciones en la actividad
sensoriomotora y en el aprendizaje espacial en la post-pubertad, lo que
indica que la privacion materna puede ser responsable de algunos de los
déficit cognitivos observados en ciertos grupos de pacientes
esquizofrénicos (Garner y cols., 2007).

modelo de la lesién neonatal del hipocampo ventral en rata. Se introdujo
para comprobar que las aberraciones tempranas en el hipocampo y sus
conexiones pueden producir un retraso comportamental y anomalias
moleculares similares a las observadas en la esquizofrenia (Lawrie y cols.,
1998). Este modelo se basé en los resultados de estudios independientes
sobre la neuropatologia de la esquizofrenia, que han proporcionado datos
convergentes que indican anomalias en la estructura y funcion del

hipocampo de los pacientes esquizofrénicos.

Modelo de la lesiéon neonatal del hipocampo ventral

Como ha sido mencionado anteriormente, datos clinicos

obtenidos en pacientes esquizofrénicos han demostrado la presencia de

una deaferentacion cortico-limbica en la fisiopatologia de la enfermedad,
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que podria tener su origen en las fases iniciales del desarrollo cortical. En
este trabajo,se ha elegido un modelo experimental validado y reconocido
por la comunidad cientifica, que parece el mas adecuado para reproducir
estos déficits sutiles en la conectividad cortico-limbica durante un periodo

critico del desarrollo cortical.

2.1.1.1. Bases del modelo

Desde su desarrollo en 1993, el modelo de la lesion neonatal del
hipocampo ventral en la rata ha sido objeto de numerosos trabajos, que
han permitido un fenotipaje muy completo de este modelo. A continuacion
presentaremos, aunque de manera rapida, una descripcién global de las

bases y caracteristicas de este modelo.

La lesion del hipocampo ventral (LNHV) se realiza en el dia
postnatal siete (DP 7) mediante inyeccién bilateral de una neurotoxina, el
acido iboténico. El acido Iboténico produce efectos excitotdxicos sobre las
neuronas sin afectar a las fibras de paso (Kohler y Schwarcz, 1983;
Steiner y cols. 1984;). El acido iboténico ejerce sus efectos neurotdxicos a
través de su papel como agonista no selectivo de los receptores
glutamatérgicos de tipo NMDA (Heckers y Konradi, 2003). A alta
concentracion, el acido iboténico induce una activacion tonica de los
receptores NMDA presentes en las neuronas, que conduce a un aumento
importante de la concentracion intracelular del calcio. Este fenémeno,

perjudicial para la integridad neuronal, se traduce en la formaciéon de
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radicales libres y la activacion de procesos apoptéticos que conducen a la
muerte neuronal. Esa actividad neurotdxica es mucho mas fuerte al DP 7
y se demostrd que la unién del GLU a los receptores NMDA es mas fuerte

entre el DP 4 y 9, que en la edad adulta (Baudry y cols. 1981).

2.1.1.2. Factores de modulacion del modelo

La edad de la lesion: La eleccion del DP 7 para la lesién
neonatal del hipocampo ventral ha sido soportada por trabajos que han
mostrado que los animales lesionados el DP 3 presentan anomalias
asociadas a los sintomas positivos similares a las observadas en los
animales lesionados en el DP 7. Sin embargo, los animales lesionados el
DP 14, muestran alteraciones comparables a las obtenidas en animales
lesionados en la edad adulta y con un fenotipo menos completo (Wood y
cols., 1997). Estos datos destacan la importancia de una afectacién
precoz del desarrollo cortical en la aparicibn de las anomalias
relacionadas con la esquizofrenia. Al ser los animales en el DP 3

demasiado pequenos para la cirugia, la lesién se realiza el DP 7.

Extension de la lesiéon: Los animales lesionados (LNHV) que
presentan lesiones que alcanzan el hipocampo dorsal y/o la corteza
entorrinal manifiestan una hipo-reactividad locomotora en respuesta a la
inyeccion de anfetamina, lo que sugiere que la integridad de estas dos

regiones es necesaria para la expresion de manifestaciones especificas
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asociadas con este modelo, y que la lesion debe restringirse a la regién

ventral del hipocampo (Swerdlow y cols., 2001b).

Sexo: Se demostré que la lesion induce anomalias similares en
los sintomas positivos entre los machos y las hembras, pero que las ratas
LNHV machos presentan déficits sociales mas pronunciados (Black vy
cols., 1998), y las hembras son las que sdélo exhiben déficits mnésicos

(Silva-Gémez y cols., 2003).

Influencias genéticas y ambientales: El estudio de los efectos
locomotores inducidos por los factores estresantes o por la inyeccion de
anfetamina ha mostrado la existencia de respuestas muy diferentes a la
edad adulta en funcion de la cepa de ratas utilizadas, tanto en animales
controles como lesionados (Lipska y cols. 1995c). Estos autores y otros
(Madera y cols., 2001, 2003) sugieren que las consecuencias sobre el
comportamiento de las lesiones estan moduladas no solo por la genética,

sino también por variables ambientales.

En general, estos datos ponen de relieve la complejidad de los
factores que intervienen en las caracteristicas comportamentales
asociadas a este modelo. Esta modulacion sutil de los efectos sobre el
comportamiento inducidos por la lesion recuerda el origen multifactorial de
la esquizofrenia y subraya el caracter polimorfo de la expresion clinica de

la enfermedad.
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21.1.3. Alteraciones comportamentales analogas a la

sintomatologia de la esquizofrenia

Los sintomas positivos: Desde 1993, varios equipos han
demostrado que las ratas LNHV presentan una hipersensibilidad
comportamental a los factores que inducen un estrés moderado, lo que se
traduce en un aumento de la respuesta locomotora inducida por la
exposicién a un nuevo entorno (Lipska y cols. 1993a, 1998, Flores y cols.
1996, Wan y cols., 1998; Kato y cols., 2000, 2001; Bertolino y cols., 2002,
Silva-Gémez y cols., 2003, Le Pen y cols., 2000, 2003b; Alquicer y cols.,
2004), por la inyeccion de suero fisiologico (Lipska y cols. 1993a, 1998,
Kato y cols., 2000), o por un aumento de la respuesta de inmovilidad
inducida por un protocolo de contencién (Flores y cols., 2005a). Estos
animales también muestran una hipersensibilidad comportamental a los
psicoestimulantes, que se manifiesta especialmente por una exacerbacion
de las estereotipias inducidas por la inyeccion de dosis altas de
apomorfina (Lipska y cols., 1993b, 1994b), y de la respuesta locomotora
inducida por la inyeccién de anfetaminas (Lipska y cols., 1993, 1998,
Flores y cols. 1996, Wan y cols., 1996; Kato y cols., 2000, 2001; Bertolino
y cols., 2002, Silva-Gémez y cols., 2003). Por otra parte, las ratas LNHV
muestran un aumento en el consumo de cocaina en los protocolos de
auto-administracion por via intravenosa (Chambers y cols., 2002) y una
sensibilizacibn comportamental exacerbada cuando ésta es inducida por

la cocaina (Chambers y cols., 2004 y 2005) y por etanol (Conroy y cols.,
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2006). Por lo tanto, las ratas LNHV muestran una mayor vulnerabilidad a

los efectos adictivos de las sustancias psicoactivas.

Los sintomas negativos: En animales LNHV, la prueba de la
interaccion social ha revelado la existencia de déficits severos
caracterizados por una disminucion en el tiempo empleado en las
interacciones sociales asociado con el aumento de comportamientos
agresivos (Sams-Dodd y cols. 1997, Becker y cols., 1999). Por otro lado,
se ha demostrado una anhedonia que se manifiesta especialmente por

una disminucion de la preferencia por la sacarina (Le Pen y cols., 2002b).

Los sintomas de desorganizacién: Los animales LNHV han
mostrado déficits en la memoria de trabajo espacial, como ha sido
demostrado en la prueba del laberinto acuatico de Morris (Le Pen y cols.,
2000, Silva-Gémez y cols., 2003), del laberinto radial de 8 brazos
(Chambers y cols., 1996) y del laberinto en T en la tarea de alternancia
espacial (Lipska y cols., 2002, Marquis y cols., 2006). También, se ha
observado que estos animales muestran alteraciones en la capacidad
mnésica (Becker y cols., 2000), y en el procesamiento de la informacion,
como lo sugiere el déficit severo puesto de manifiesto en la prueba de la
inhibicion por estimulo previo (Le Pen, 2000, 2002a, 2003b; Angst y cols.
2007) y en los protocolos de la inhibicién latente (Grecksh y cols. 1999,
Angst y cols., 2007). Por ultimo, tambiénhan sido descritos en estos
animales trastornos de atencion en la tarea visuo-espacial (Le Pen y cols.,
2003a).
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a) Caracter evolutivo de las alteraciones comportamentales

Una caracteristica fundamental de la esquizofrenia es la aparicién
tardia de los sintomas positivos, mientras que los sintomas negativos y
desorganizados pueden ser perceptibles antes de la adolescencia. Los
animales LNHV evaluados antes de la pubertad no han mostrado
trastornos asociados con los sintomas positivos, como lo demuestra la
reactividad locomotora de estos animales similar a la de los animales
controles, en respuesta a los factores que inducen un estrés moderado o
a la inyeccion de anfetamina (Lipska y cols. 1993; Sams-Dodd y cols.
1997, Wan y cols. 1998, Kato y cols. 2001; Bertolino y cols., 2002). Sin
embargo, estos animales, en esta misma fase de pre-pubertad, han
mostrado anomalias asociadas a los sintomas negativos, como es el caso
de la disminuciéon de las interacciones sociales (Sams-Dodd y cols.,

1997).

b) Los neurolépticos y las alteraciones comportamentales

La evaluacién del efecto de los NL tipicos y atipicos sobre la
reactividad locomotora ha mostrado una atenuacion de la hiperreactividad
locomotora en respuesta a los factores que inducen un estrés moderado y
a la administracién de psicoestimulantes (Lipska y cols. 1993a; Lispka y
cols. 1994b; Sams-Dodd y cols. 1997; Al-Amin y cols. 2000; Rueter y

cols., 2004; Richtand y cols., 2006). En cuanto a los sintomas negativos,
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se ha observado que los NL tipicos disminuyen los comportamientos
agresivos en la prueba de interaccion social (Becker y cols., 2003),
mientras que los atipicos no muestran ninguna mejora sobre los déficit
sociales (Sams-Dodd y cols. 1997, Becker y cols., 2003; Rueter y cols.,
2004). Por ultimo, el efecto de los NL tipicos y atipicos sobre los déficits
cognitivos es variable segun el dominio cognitivo estudiado. Es el caso,
por ejemplo, de los NL tipicos que mejoran los déficits de memoria de
reconocimiento social (Becker y cols., 2000), pero tienen un efecto
variable sobre los déficit observados en la prueba de inhibiciébn por

estimulo previo (Le Peny cols., 2002a, Zhang y cols., 2006).

21.1.4. Caracterizacion funcional, celular y molecular

Desde el desarrollo del modelo de LNHV en 1993, numerosos
autores han tratado de determinar los mecanismos subyacentes a la
aparicion y expresion de las diferentes anomalias del comportamiento.
Uno de los primeros estudios ha mostrado que el pico de secrecion de
hormonas gonadales caracteristica de la adolescencia no era responsable
de la aparicion de cambios del comportamiento en las ratas LNHV, ya que
estos trastornos se observaron en los animales que sufrieron una
gonadectomia antes de la pubertad (Lipska y cols. 1994a). Ademas, la
implicacién del desarrollo aberrante de la CPF en los trastornos del
comportamiento se ha demostrado por un estudio que mostré que la
lesién de la CPF en el periodo neonatal o la edad adulta de los animales

LNHV, restaura los déficits locomotores inducidos por los factores
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estresantes y por la inyeccion de anfetaminas (Lipska y cols. 1998, Flores

y cols., 2005b).

A continaucion presentaremos las alteraciones celulares y
moleculares descritas en los animales LNHV en la edad adulta, mediante
la caracterizacion estructural y funcional de las principales estructuras
implicadas en la esquizofrenia, incluido la CPF y el nucleo accumbens

(Nacc).

Alteraciones estructurales: Los datos sobre la arquitectura
macroscopica del cerebro de los animales LNHV son bastante limitados,
siendo pocos los trabajos que han demostrado la existencia de
anomalias. Asi, una cartografia de las células en apoptosis ha
demostrado que existen células con ADN fragmentado en las zonas de
inyeccién del acido iboténico. Al contrario de los animales lesionados en
la edad adulta, se han encontrado células en apoptosis también en las
zonas mas remotas como el NAcc, el estriado y las regiones corticales
(Khaing y cols., 2000). Ademas, se ha mostrado una reduccion del
numero de neuronas en la CPF de los animales LNHV asociada a una
disminucién en la tasa del N-acetilaspartato (NAA), un marcador de la
integridad de las neuronas piramidales de la CPF (Bernstein y cols. 1999;
Bertolino y cols., 2002). Por otra parte, estudios histolégicos han mostrado
una disminucion de la densidad de las dendritas de las neuronas
piramidales de la CPF y una disminucion en la densidad de las espinas
dendriticas de las neuronas del NAcc (Flores y cols. 2005c). Estas

anomalias morfolégicas estan asociadas a un incremento de las
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concentraciones proteicas de ciertos factores presinapticos, como la
proteina de la membrana asociadas a vesiculas en la CPF (Halim y cols.,
2003). En general, estos datos revelan la existencia de alteraciones en la
conectividad neuronal, a nivel cortical y sub-cortical y recuerda algunas

alteraciones histolégicas descritas en pacientes con esquizofrenia.

Alteraciones funcionales: con respecto a la actividad cerebral
global, un estudio reciente de imagen funcional en condiciones basales
mostré una disminucidén del flujo sanguineo cerebral en la corteza
temporal asociado con un aumento de flujo sanguineo cerebral en la CPF,
el NAcc, el pallidum ventral y el nucleo basolateral de la amigdala, lo que
sugiere una desconexion funcional de las regiones corticales y sub-
corticales (Risterucci y cols., 2005). Sin embargo, el nivel local de
consumo de glucosa no revelé ninguna diferencia entre los animales
controles y los LNHV (Gerrits y cols., 2005). Por ultimo, los registros
electroencefalograficos mostraron un aumento de la potencia espectral de
algunas ondas lentas (6 y 6) durante las fases de vigilia y suefio ligero
durante el periodo diurno y nocturno (Ahnaou y cols., 2007), sugiriendo
déficits en la sincronizacion entre los diferentes ritmos de actividad del
cerebro. Todos estos argumentos funcionales estan de acuerdo con los
datos histolégicos y confirman la implicacidon de los déficits significativos

de la conectividad neuronal en las ratas LNHV.
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2.1.1.5. Interés y limitaciones del modelo

Los resultados presentados ponen de manifiesto que el modelo de
la LNHV responde a los criterios de validez presentados por Lipska y
Weinberger (2000). De hecho, este modelo se basa en la hipétesis del
neurodesarrollo de la esquizofrenia, via la induccién de una alteracién de
los procesos que intervienen durante un periodo critico de desarrollo
cerebral. Por otra parte, la evolucién del fenotipo de las ratas LNHV desde
el estado juvenil hasta la edad adulta, imita el curso de la enfermedad.
Los modelos animales que imitan la historia natural de la enfermedad son
muy pocos Yy son herramientas muy interesantes para estudiar los
mecanismos responsables de la esquizofrenia. Ademas, los animales
LNHV expresan anomalias estructurales y funcionales que han sido
observadas en la esquizofrenia y que incluyen alteraciones de la
conectividad neuronal, alteraciones en el funcionamiento. Por ultimo,
numerosas anomalias del comportamiento son sensibles al tratamiento
con los NL, el tratamiento de referencia de las psicosis esquizofrénicas.
Por lo tanto, todos los trabajos demuestran claramente el valor heuristico
y predictivo de este modelo y subraya su utilidad en el estudio de la
fisiopatologia y del tratamiento de la esquizofrenia. No obstante, el uso de
este modelo tiene varias limitaciones.

La principal limitacion de este modelo es que la lesidén producida en
el hipocampo ventral induce dafios mucho mas masivos que las
alteraciones  neuropatolégicas observadas en los  pacientes

esquizofrénicos. Asimismo, los modelos animales no permiten tener en
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cuenta el caracter aleatorio de los eventos ambientales que pueden
modificarse en el curso de la vida de un sujeto vulnerable a la
esquizofrenia, ya que se considera que todos los animales LNHV
evolucionaran inevitablemente a la expresion en la edad adulta de los
trastornos del comportamiento asociados con la enfermedad. A pesar de
estas limitaciones, la utilizacion de este modelo es un paso necesario, no
sblo para precisar los mecanismos fisiopatolégicos de la esquizofrenia,
sino también para desarrollar nuevos enfoques terapéuticos mas

novedosos para la prevencion y el tratamiento de la enfermedad.

3. Evaluacion comportamental de los efectos de Ila

administracion de los NL atipicos.

3.1. Reflejo auditivo de sobresalto e inhibicion por estimulo previo

3.1.1. El Reflejo Auditivo de Sobresalto

Ante un estimulo sonoro inesperado y de gran intensidad, se
produce en los mamiferos una reaccion de alarma generalizada o
sobresalto, denominada reflejo auditivo de sobresalto (RAS). Esta
reaccion presenta una respuesta motora refleja, que consiste en la
contraccion subita e instantdnea de amplios grupos musculares estriados
(respuesta de sobresalto), y una respuesta del sistema nervioso
autonomo, caracterizada por un aumento de la presién sanguinea y de la

frecuencia cardiaca (Landis y Hunt, 1939; Baudrie y cols., 1997). En el
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hombre, se ha definido |la respuesta de sobresalto como una respuesta
flexora generalizada que afecta principalmente a la parte superior del
cuerpo (cara, cuello y hombros) (Brown, 1995). En la rata, la respuesta de
sobresalto no produce apenas desplazamiento del animal, observandose
una respuesta general de flexion con encogimiento de los hombros,
dorsiflexion del cuello y un acortamiento de la longitud del cuerpo en
general (Yeomans y Frankland, 1995), como medida preparatoria para un
posible golpe o ataque. La contraccion subita de todos estos musculos
provoca que el animal dé un respingo, que es proporcional a la intensidad
de la respuesta de sobresalto (amplitud), y su medicién, junto con la
latencia del reflejo, es lo que generalmente se emplea en la cuantificacion
del reflejo (Davis y cols., 1982), siendo la latencia el tiempo transcurrido
desde que se presenta el estimulo sonoro hasta que se inicia la respuesta
de sobresalto. El significado bioldgico del RAS es fundamentalmente
originar un estado de alerta generalizado que tiene una funcion de
proteccion frente ataques por depredadores, habiéndose observado esta
respuesta incluso en invertebrados (Hoy, 1989; Miller y Surlykke, 2001).
Tras la respuesta de sobresalto, se pueden empezar a observar
movimientos defensivos, acciones de orientacion o también acciones

evasivas (Yeomans y Frankland, 1995).

3.1.1.1. Circuito neuronal

El registro de la actividad electromiografica de las extremidades

posteriores de la rata muestra que el RAS presenta una latencia de 8 ms
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(Davis y cols., 1982), de 6-7 ms para registros en las extremidades
anteriores (Ison y cols., 1973), y de sélo 5-6 ms para registros en los
musculos del cuello y cara (Hammond y cols., 1972). Estas latencias tan
cortas indican que solamente unas pocas sinapsis son las implicadas en
el circuito neuronal de este reflejo (Lee y cols., 1996; Lopez y cols., 1999,

lo que indica que es un circuito simple.
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Figura 2: Esquema del circuito neuronal del reflejo auditivo de sobresalto. Las
NsRC proyectan a las neuronas del nucleo reticular pontino caudal (PnC), y
éstas a las motoneuronas de la médula (Gémez y Lopez, 2006).

3.1.1.2. Modulaciones

El reflejo auditivo de sobresalto posee varias formas de
plasticidad como son: la habituacion, la sensibilizacion, la inhibicion por
estimulo previo y la potenciacién por miedo, que hacen de este fendmeno

uno de los modelos experimentales mas atractivos para la Neurociencia.
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De hecho, estas modulaciones o modificaciones del RAS muestran
sorprendentes similitudes entre diferentes especies, desde roedores hasta
humanos (Brown y cols., 1951; Geyer y Braff, 1987; Grillon y cols., 1994),
lo que les convierte en una valiosa herramienta para la extrapolacion de
datos entre especies. La habituacion es el descenso de la amplitud de la
respuesta debida a la repeticidon de un estimulo. Esta habituacion se ha
descrito que se produce a corto plazo, tras varias estimulaciones, o a
largo plazo, tras varias sesiones en las que se valord el reflejo de
sobresalto. La sensibilizacion es el aumento de la amplitud de la
respuesta por la aplicacion de un estimulo aversivo que activa otros

sistemas sensoriomotores y produce un efecto facilitador.

La potenciacion por miedo consiste en lograr un aumento de la
respuesta asociando un estimulo aversivo a un estimulo neutro
(condicionado) de forma que la aplicacion de éste, junto con el estimulo
desencadenante provoque una respuesta aumentada, siendo este caso
un aprendizaje condicionado. Los procesos neuronales que regulan este
paradigma son principalmente el nucleo central de la amigdala y sus
proyecciones eferentes hacia varias areas del cerebro relacionadas con el
circuito de sobresalto (Davis, 1990). Otra de las modificaciones que puede
sufrir el RAS es la inhibiciéon por estimulo previo, que explicaremos en

detalle en el siguiente aparatado.
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3.1.2. La inhibicién por estimulo previo

Una de las modulaciones mas interesantes del RAS es la llamada
“‘inhibicion por estimulo previo” (IEP) o, en la traduccion literal del
correspondiente  término anglosajon, “pre-pulse inhibition”(Ison 'y
Hammond, 1971). La IEP es un proceso fisiolégico en el que la respuesta
de sobresalto ante un estimulo auditivo queda reducida, o incluso abolida,
cuando el sonido o ruido que en condiciones normales deberia
desencadenar el RAS, es precedido por otro estimulo sensorial de baja
intensidad (pre-estimulo), no desencadenante del RAS (Figura 9). La
inhibicion del RAS, en el hombre, se produce cuando el intervalo entre los
estimulos, es decir el periodo de tiempo comprendido entre el pre-
estimulo y el estimulo desencadenante de la respuesta de sobresalto, es

de 30-500 ms.

Respuesia de
sobresalfo

Estimido auditivo

._ _ ]
Prueba #1. L

Estimido auditivo

Pre-estimiilo ._ N i
Prueba # 2. []

Figura 3: La IEP es una notable disminucién en la magnitud de la respuesta de
sobresalto (expresada en las ordenadas) cuando el estimulo auditivo es
precedido por un estimulo débil.
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Este fendbmeno de atenuacién es un mecanismo general, no sélo
concerniente al sistema auditivo, ya que la respuesta de sobresalto puede
ser también inhibida por pre-estimulos tactiles o visuales (Buckland vy
cols., 1969; Pickney, 1976).

La IEP no presenta habituacion (Wu y cols., 1984), aunque ésta
puede mostrarse si los pre-estimulos tienen una intensidad cercana al
umbral de deteccidén (Gewirtz y Davis, 1995). Asi pues, la IEP no es un
fendmeno condicionado y tampoco presenta extincion. Ademas, la
duracion entre el pre-estimulo y la respuesta de sobresalto es demasiado
corta para evocar una inhibicion voluntaria o un aprendizaje. La |IEP
depende fundamentalmente de la intensidad del pre-estimulo y del
intervalo inter-estimulo. Cuanto mayor es la intensidad del estimulo
acustico previo, mayor es la IEP observada (Hoffman y Ison, 1980; Li y
cols., 1998). Una caracteristica destacable de este fendmeno es el efecto
tan prolongado que tiene el pre-estimulo sobre la respuesta de sobresalto,
a pesar de su corta duracion.

En cuanto al significado biolégico de la IEP, la interpretacion mas
comun es que se trata de una simple distraccion que interrumpe el
procesamiento neuronal (Filion y cols., 1998; Schell y cols., 2000). En la
IEP, el procesamiento del estimulo de sobresalto (pulso) podria ser
interferido por el procesamiento del preestimulo (prepulso) o por los
eventos motores relacionados con la respuesta de sobresalto frente al
prepulso. Esto podria ilustrar un mecanismo de control neuronal del

comportamiento. Segun la teoria de “la proteccién del procesamiento de
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la informacién” (Graham, 1975), la IEP es necesaria para proteger el
proceso de reconocimiento del estimulo y para la organizacién de
secuencias del comportamiento (Blumenthal y cols., 1996) en ese
intervalo de tiempo critico. De esta forma, la percepcion de pre-estimulos
seria muy importante en ciertos casos, en los que un sobresalto tendria

menos valor defensivo o de supervivencia (Graham, 1979).

3.1.3. Bases neuronales de la inhibicion del reflejo auditivo de

sobresalto

Hasta el momento presente, se han propuesto diferentes modelos
neuronales basados en la neuroanatomia y neuroquimica de las
estructuras implicadas en la IEP; todos ellos tienen en comun que dicho
circuito debe de estar localizado cerca del circuito del reflejo de
sobresalto, siendo el nucleo reticular pontino caudal (NRPC) presente en
la formacién reticular la estructura donde tiene lugar esa inhibicion

(revisado en Fendt y cols., 2001; Swerdlow y cols., 2001).
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Figura 4: Diagrama ilustrativo del circuito responsable de la inhibiciéon por pre-
estimulos del reflejo de sobresalto (Figura modificada de Fendt y cols., 2001). En
negro se representan los nucleos del circuito del RAS y en gris las vias que
median en la IEP.

3.1.4. La inhibicibn por estimulo previo como herramienta

experimental

Al igual que el RAS, la inhibicién por estimulo previo del reflejo de
sobresalto se esta consolidando como un buen modelo experimental para
estudios comportamentales en la rata (Swerdlow y cols., 1992; Swerdlow
y cols., 2000). Gran parte del éxito de este modelo experimental radica en
la facilidad de la medicion de la IEP en este animal. Dentro de cada
especie, las caracteristicas de la IEP son muy similares en todos los
individuos sanos y, por ello, la medicién de su latencia e intensidad se ha
convertido en una prueba cada vez mas usada para evaluar el estado del
sistema auditivo periférico y central, ademas de evaluar ciertos
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componentes acustico-motores del sistema motor (Swerdlow y cols.,
2001). De esta forma, la IEP nos indica la capacidad del cerebro para
procesar la informacién y puede ser medida en diferentes especies,
incluidas ratas y humanos (Graham, 1975; Hoffman y Ison, 1980; Valls-
Solé, 1998). Debido a este motivo, es importante destacar que la
regulacion neuronal de la IEP, que se ha descubierto a través de
manipulaciones en animales experimentales, ha podido ser validada
(Swerdlow y cols., 2001). En las ultimas décadas, la investigacion sobre la
IEP ha crecido en importancia (Fendt y cols., 2001; Hoffman y Ison, 1980;
Koch, 1999; Koch y Schnitzler, 1997), ya que la magnitud de la IEP puede
modificarse mediante tratamientos farmacoldgicos, como por ejemplo, tras
la administracion de agonistas dopaminérgicos (Swerdlow y cols., 1992) o
por modificaciones ambientales, como se ha demostrado con ratas
sometidas a aislamiento social (Swerdlow y Geyer, 1998).

Un aspecto particularmente relevante es que la IEP se encuentra
alterada en determinadas patologias neuropsiquiatricas como la
esquizofrenia (Geyer y Braff, 1987; Kumari y cols., 2000; Swerdlow y
cols., 1996; Swerdlow y cols., 2000), la enfermedad de Huntington
(Swerdlow y cols., 1995), o estados de estrés (Koenig y cols., 2005;
Powell y cols., 2003), enfermedades a las que la sociedad actual concede
cada vez mayor importancia por los problemas conductuales que llevan
asociadas. Hechos como éste, hacen que la medicion de la IEP se esté
convirtiendo en una herramienta diagndstica cada vez mas utilizada en la
practica clinica por su fiabilidad, sencillez y economia. Asi, se esta
empleando como un marcador fisiolégico para el diagnostico de estas
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enfermedades, debido a que la IEP implica un mecanismo de compuerta
(gating) para la informacién sensorial (Kumari y cols., 2000; Martinez y
cols., 2000). Ademas, la evaluacion de la IEP puede emplearse como
parametro objetivo para evaluar la eficacia de la terapia empleada, asi
como para ver la accion de diversas manipulaciones experimentales,

fisiologicas o conductuales (Geyer y cols., 2001).

3.1.5. Inhibicion por estimulo previo y Esquizofrenia

Un hallazgo muy replicado en la esquizofrenia es la disminucién
de la IEP, proceso cuyas bases tienen relacion tanto con la funcion
dopaminérgica como con la funciéon prefrontal. En este proceso, los
animales y las personas normales presentan una respuesta de sobresalto
reducida cuando se les expone a un ruido intenso precedido por un
sonido mas débil. Las personas con esquizofrenia, sin embargo,
presentan menos inhibicion en la respuesta y se sobresaltan
significativamente mas con el segundo tono.

De esta forma, los cambios corticales en la esquizofrenia podran
verse reflejados en las caracteristicas de la IEP, como correlato
fisiologico-cognitivo. Esta idea se basa en varios hechos. Primero, las
funciones de atencién/proceso de la informacion elaborada son en buena
medida corticales, y hay un déficit variable de materia gris cortical en la
esquizofrenia. Segundo, hay una relacién clara del déficit de la IEP con el
inicio precoz de la enfermedad (Kumari y cols., 2000), y se admite una

relacion de ese inicio precoz con una mayor intensidad de trastornos
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estructurales cerebrales en la esquizofrenia (Johnstone y cols., 1989).
Tercero, la integridad de la funcién frontal se ha demostrado necesaria
para una adecuada IEP en esquizofrenia (Hazlett y cols., 1998). Cuarto,
se admite una implicacién de la funcién dopaminérgica en la IEP. Por
ultimo, se ha demostrado que los pacientes tratados con atipicos
(clozapina y RISP) tenian una IEP normal, pero no los que eran tratados
con tipicos (Kumari y cols., 2002). El estudio de la IEP ofrece una
excelente oportunidad para el estudio del déficit del proceso de la
informacion y la atencidn en la esquizofrenia. En particular, el déficit de la
IEP en esquizofrenia puede reflejar una menor capacidad inhibitoria
cortical que contribuyese a la incapacidad de filtrar adecuadamente
estimulos y por tanto a procesar peor la informacion, incluso extrayendo
conclusiones aberrantes de los mismos. Un tratamiento adecuado puede
mejorar esa capacidad de filtrado y proceso de la informacioén, lo que en el
caso de farmacos como la RISP y clozapina es apoyado por los cambios

metabdlicos corticales (Molina y cols., 2003; Molina y cols., 2005).

3.2. Prueba del Campo Abierto

La prueba del campo abierto (CA) fue descrita por Hall (1934)
para el estudio de la emotividad en ratas (Prut y Belzung, 2003). El
procedimiento consistia en exponer un animal, generalmente un roedor, a
un ambiente desconocido del cual no pudiera huir debido a la existencia
de paredes (Walsh y Cummins, 1976). El aparato de Hall consistia en una

arena bien iluminada de cerca de 1,2 m de diametro, delimitada por
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paredes con 0,45 m de altura. Se colocaban las ratas en el anillo exterior
del campo y se observaba su comportamiento durante 2 minutos, durante
ensayos repetidos diariamente. En ocasiones, se estudiaban las ratas
después de 24 a 49h de privacién alimentaria, observandose que las
ratas deambulaban mas cuando estaban en ayunas (Hall, 1998). Las
ratas que no comian se clasificaron como emocionales/ emotivas vy
cuando eran comparadas con ratas no emotivas, éstas presentaban
menos entradas en la zona central del CA y tenian mayores niveles de
defecacion (Prut y Belzung, 2003).

Desde entonces, existen distintas versiones del campo abierto, en
las cuales se puede cambiar la forma del campo (circular, cuadrada o
rectangular), la iluminacién (luz desde arriba o luz desde abajo con suelo
trasparente, o a veces luz roja), la existencia de objetos dentro de la
arena, como plataformas, tuneles, columnas (Takahashi y Kalin, 1989).

En cualquiera de los casos, el experimento implica la exposiciéon
del roedor a una situacion novedosa. Se colocan los animales en el
centro o cerca de la pared y se registra su comportamiento durante un
periodo que puede variar de 2 a 20 minutos. Durante este periodo, se
evalua la locomocion horizontal (nUmero de veces que se cruzan las
lineas marcadas en el suelo), la frecuencia con la que el animal se
dispone en posicion vertical (rearing) y las actividades de aseo y
movimientos orofaciales (grooming).

Debido a la enorme versatilidad de esta prueba, hay quien duda

de su reproductibilidad (Stanford, 2007). Asi, y para que se pueda
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reproducir, es fundamental la descripcion detallada del aparato utilizado,
asi como de los tiempos de prueba y de las variables empleadas.

La prueba del campo abierto es de gran utilidad para evaluar el
estrés y la ansiedad ante un ambiente novedoso. También la locomocion
del animal en ese mismo ambiente. No se trata de evaluar un tipo de
ansiedad patolégica, sino mas bien el tipo de ansiedad al que uno se
enfrenta cuando confrontado con un ambiente estresante o amenazador

(Prut y Belzung, 2003).

3.3. Prueba de Evitacion Activa

Thorndike, fue el primer innovador en el campo del
condicionamiento instrumental. En su principal experimento (Thorndike,
1898), colocd a unos gatos hambrientos en una caja—problema candada,
cuya puerta se abria en cuanto se golpeaba un pestillo situado dentro de
la jaula, permitiendo asi al gato acceder a la comida que se encontraba
fuera de la caja. Cuando Thorndike introdujo por primera vez los gatos en
la jaula, éstos se agitaban desordenadamente de un lado para otro,
buscando la forma de escapar. Sin embargo, después de cierto tiempo,
los gatos golpeaban inevitablemente el pestillo, permitiéndoseles comer
tras abandonar la caja. A medida que se repetia esta situacién, la
conducta de los gatos fue haciéndose mas eficaz, necesitando cada vez
menos tiempo para golpear el pestillo en los siguientes ensayos.
Evidentemente, los gatos habian aprendido una respuesta (golpear el

pestillo) tal como lo demuestra el hecho de la ejecutaban inmediatamente
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después de volver a ser colocados en la jaula. A este tipo de aprendizaje
se le denomina condicionamiento instrumental, porque la conducta del
animal es un instrumento para obtener la consecuencia deseada (la
comida).

Estimulo incondicionado (reforzante): el estimulo incondicionado
(El) es cualquier estimulo intenso o potente que suscita de forma regular
una respuesta no aprendida y medible. Estos estimulos tienen efectos
predecibles sobre la conducta en el sentido de que siempre provocan una
respuesta de tipo refleja sobre la que el sujeto parece no tener control. En
el condicionamiento instrumental, el El se presenta unicamente después
de que se ha realizado la respuesta deseada. En el experimento de
Thorndike, el El es la comida.

Respuesta incondicionada (RIl): respuesta no aprendida y
medible suscitada de forma regular por el El. En el condicionamiento
instrumental esta respuesta es frecuentemente anémala en el sentido de
que no guarda semejanza alguna con la respuesta condicionada.

Estimulo condicionado (EC): estimulo originalmente “neutro”
que antecede la presentacion del El. Es neutro, en el sentido de que no
tiene un efecto tan dramatico sobre el organismo como el El, si bien el EC
puede suscitar algunas reacciones manifiestas, como movimientos de
cabeza o parpadeos si el animal percibe el estimulo y le presta atencion.
No siempre tiene porque existir un EC explicito; puede actuar como EC
todo el medio (por ejemplo para los gatos de Thorndike el EC era la caja,
no habia ni luces ni sonidos). Sin embargo, puede haber una clave

explicita a la que se denomina estimulo discriminativo (Eq). El EI no sigue
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necesariamente al estimulo discriminativo — sélo lo hace si el sujeto
responde. Por consiguiente, la clave discriminativa simplemente informa al
sujeto de la disponibilidad del reforzamiento.

Respuesta condicionada (RC): la respuesta evocada por el E4 0.
en su defecto, por un complejo de EC, y que va seguida por el reforzador.
Normalmente es una respuesta voluntaria y motora, sin embargo puede
ser cualquier respuesta seleccionada como correcta por el
experimentador. Tal como ya se ha dicho, la RC raramente se asemeja a
la RI. Es una respuesta arbitraria y adquirida que puede ser fortalecida

mediante reforzamiento tanto positivo como negativo.

3.3.1. Paradigmas basicos de condicionamiento

Hay cuatro tipos principales de experimentos de condicionamiento
instrumental: el entrenamiento de recompensa, procedimiento de
ensayo y error mediante el cual el sujeto recibe un reforzamiento positivo
para realizar la respuesta correcta; el condicionamiento de escape o
evitacion, en el cual la respuesta especificada es instrumental para
terminar un estimulo aversivo o para impedir su aparicion; el de castigo,
que tiene lugar cuando la respuesta del sujeto produce un estimulo
aversivo. Se trata de una situacion semejante al entrenamiento de
recompensa excepto en que la consecuencia es negativa; el
entrenamiento de omision, la situacion en que la respuesta impide la

presentacion de un El positivo o apetitivo.
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En este trabajo, hemos trabajado con el condicionamiento de
escape o evitacion, que se ha popularizado en la experimentacién

animal.

3.3.2. Factores del condicionamiento de evitacion

Intensidad del EIl: el choque eléctrico ha de ser lo
suficientemente intenso como para producir una respuesta, pero hasta
cierto punto, pues niveles altos en la intensidad de choque retrasan la
actuacion en la evitacibn debido principalmente a que provocan
respuestas competitivas que perturban el aprendizaje. El punto 6ptimo
parece estar entre los 0,5y los 3 mA.

Intervalo entre EI-EC: la rapidez en la respuesta disminuye a
medida que se aumenta este intervalo, sin embargo la tasa de adquisicion
de la evitacion mejora a medida que se aumenta este mismo intervalo. En
los intervalos mas largos entre EC y El existen mas oportunidades de
realizar una respuesta de evitacion, lo que posibilita una mejor actuacién.
El punto 6ptimo parece estar entre los 2 y los 4 segundos.

Intervalo entre ensayos: las respuestas de evitacidon se hacen
mas rapidas y probables cuanto mayor es la duracién del inérvalo entre
ensayos, hasta llegar a un punto maximo después del cual vuelven a
disminuir las respuestas. Ese punto parece oscilar entre los 0,5 y los 120

segundos.
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3.3.3. Significado de la Prueba

El condicionamiento de evitacion activa parece ser un modelo
adecuado en el estudio del aprendizaje y del deterioro del mismo

asociado a la edad (Fuchs y cols., 1986).

De Wied ha utilizado los paradigmas de la Evitacién Activa y
Pasiva para el estudio de la memoria, en la cual parecen intervenir la
vasopresina y oxitocina de forma opuestas (McEwen, 2004).

La prueba de la EA también se emplea en el estudio de procesos
atencionales y en este caso, la region PL de la CPF parece estar
implicada de forma indirecta. Estudios de lesion lo indican: al producir una
lesion en la CPF, que mantenga la region PL intacta, disminuye la
capacidad para la EA. Si la lesion ocurre en la regidén PL, la EA se realiza
con mucho éxito (Brito y Brito, 1990; Fritts y cols., 1998). También es
evidente que, cuando se lesiona la PL los animales presentan menos
fendmenos relacionados con el miedo (freezing), menor aumento en la TA
en respuesta al estimulo incondicionado — choque eléctrico. Como la CPF
envia eferencias hacia estructuras motoras, limbicas y SN auténomo, es
posible que una reduccién en la sensacion de miedo (como puede ocurrir
ante el choque), ayude a responder de la forma adecuada. La remocion

de dicha area puede disminuir la sensacion de miedo (Fritts y cols., 1998).
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Hipotesis y objetivos

1. Hipétesis de trabajo

El impulso para estudiar la esquizofrenia estd en gran medida
justificado tanto por su prevalencia como por su pobre prondstico.
Teniendo en cuenta los resultados preliminares de nuestro grupo,
esperamos obtener una mejoria del déficit de la PPl en el modelo animal
de esquizofrenia al tratarlo con antipsicéticos y ademas, obtener un
aumento en el volumen de la sustancia gris cortical. Esperamos poder
averiguar a costa de qué elementos estructurales se produce ese
incremento volumétrico, probablemente a expensas de un incremento de
neuropilo mediado por sinaptogénesis. Una de nuestras hipdtesis es que
el tratamiento con risperidona inducira sinaptogénesis de neuronas
inhibitorias corticales, cuya consecuencia funcional sera una mejoria del

déficit de PPI.

Por otro lado, como hemos descrito ampliamente, hay una
relacion entre las alteraciones metabdlicas y la administracién de
neurolépticos en los enfermos con esquizofrenia. Intentaremos confirmar
en este modelo animal la relacién de la lesion hipocampal con la aparicion
de alteraciones metabdlicas, de forma similar a lo que ocurre con la
esquizofrenia en el hombre. Ya que se desconoce si los efectos
metabdlicos descritos con algunos antipsicoticos representan una
exacerbacion de fallos previos a la instauracion del tratamiento, es de
esperar que el estudio tras la administracion cronica de los mismos en un

modelo experimental nos dé la respuesta: aparicion de alteraciones no
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halladas en el modelo, o la intensificacién de las ya descubiertas en el

mismo.

2. Objetivo general

El objetivo del presente trabajo es profundizar en los efectos
conductuales, morfolégicos y bioquimicos producidos por la
administracién cronica de un antipsicoético atipico, la RISP, en un modelo

de esquizofrenia experimental en ratas.

2.1. Objetivos especificos

1. Caracterizar las diferencias conductuales entre los animales
lesionados y falsos lesionados, tratados de forma crénica con

RISP o su vehiculo.

2. Estudiar la evolucién de los cambios morfolégicos producidos en la

region prelimbica, tras el tratamiento crénico con RISP.

3. Estudiar las variaciones que puede producir la RISP en el perfil de
expresion génica cortical de los receptores dopaminérgicos y

serotonérgicos en los animales lesionados y falsos lesionados.

4. Estudiar el efecto de la administracion crénica de la RISP sobre la

actividad lipolitica de los animales lesionados y falsos lesionados.
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2.2. Descripcion pormenorizada de los objetivos con la

metodologia a seguir

- Para alcanzar el objetivo 1, “Caracterizar las diferencias
conductuales entre los animales lesionados y falsos lesionados,
tratados de forma cronica con RISP o su vehiculo”, iniciaremos el
estudio con la técnica quirdrgica encaminada a lesionar
bilateralmente el hipocampo, mediante inyeccion de acido iboténico
en las ratas LNHV y de suero fisiolégico en las ratas falsas

lesionadas.

- Para verificar la eficacia del método de administracion de los
farmacos, determinando los niveles plasmaticos de los mismos”, nos
planteamosanalizar por cromatografia liquida / tdndem espectrometria de

masas la RISP y su metabolito, el 9-OH-RISP en plasma.

- El abordaje experimental para medir los cambios conductuales fue:

b. Evaluar la IEP en diferentes momentos del tratamiento.

c. Evaluar la actividad locomotora y de exploracion ante un
ambiente novedoso, via con la prueba del Campo Abierto.

d. Evaluar la modificacién del aprendizaje y la memoria, asi
como los procesos atencionales, a través de la realizacién

de la prueba de Evitacion Activa.

76



Hipotesis y objetivos

- Para alcanzar el objetivo 2, “Estudiar la evolucién de los cambios
morfolégicos producidos en la region prelimbica, tras el tratamiento

cronico con RISP”, la aproximacion experimental elegida fue:
d. analizar el grosor de la region prelimbica

e. determinar inmunohistoquimicamente el numero de

neuronas y astrocitos en la misma region.

- Para alcanzar el objetivo 3, “Estudiar el perfil de expresion génica
de receptores dopaminérgicos, serotonérgicos y otros receptores
implicados en la esquizofrenia”, al finalizar el estudio in vivo, nos

planteamos:

f. cuantificar la expresion receptorial mediante técnica de RT-
PCR en hipocampo y CPF, de los receptores

dopaminérgicos D, y serotoninérgicos 5-HTza.

- Para abordar el objetivo 4, “Estudiar el efecto de la administracion
cronica de la RISP sobre la actividad lipolitica de los animales
lesionados y falsos lesionados”, las aproximaciones experimentales

fueron:

g. estudiar el efecto de la administracion cronica de RISP sobre
el peso y la adiposidad de los animales por medio de una

curva ponderal y estudio morfolégico de los adipositos

h. estudiar el efecto de la lesidon en el metabolismo lipidico de

las ratas mediante analisis sanguineo, actividad lipolitica y la
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respuesta insulino secretora in vivo y en islotes

pancreaticos.

i. Estudiar el efecto de la administracién crénica de RISP
sobre los parametros metabdlicos descritos en el punto

anterior.
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Materiales y métodos

1. Diseino experimental

Con el objetivo de evaluar los posibles cambios
comportamentales y morfolégicos que podria producir la RISP, en los
animales LNHV, en comparacion con los animales falsos lesionados, los
animales se sometieron un tratamiento crénico con dicho farmaco o su
vehiculo durante un periodo de 65 dias. El tratamiento se inicidé durante el
periodo pre-pubertal, el DP35, y se termind en el periodo de post-pubertad
el DP100, de manera que se cubren todos los periodos de madurez del
animal.

La figura 5 muestra el esquema cronolégico del disefio
experimental empleado en nuestro estudio. Se indican los dias
postnatales en que se realizaron, tanto la cirugia, como las pruebas
conductuales, y la toma de muestras para la realizacion del resto de los

estudios llevados a cabo.
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2. Animales de experimentacion

En este estudio se emplearon ratas hembras (Rattus norvergicus)
de la cepa Wistar de 15 a 18 dias de gestacion, facilitadas por el Servicio
de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca (SEA,
Universidad de Salamanca, Espafa). La fecha del parto se tomé como dia
postnatal 0 (DP 0), y en el dia P4, se formaron camadas de 4 a 8 crias
formadas solamente por machos, que son los que se emplearon en
nuestro estudio. Al DP 7, las crias de cada camada se repartieron
aleatoriamente en dos grupos, uno que se sometié a la LNHV (n=14), y
otro que recibié una falsa lesion en esta misma zona cerebral (n=14). Al
DP21, se destetaron las ratas de cada grupo y se asignaron
aleatoriamente a dos subgrupos de 7 animales cada uno. Uno se sometio
al tratamiento cronico con la RISP, y otro se le administré el vehiculo de

este mismo farmaco.

En total, se establecieron cuatro grupos experimentales:

1- FL: formado por los animales falsos lesionados. Se utilizan como
controles de los animales con esquizofrenia experimental (LNHV).

2- LNHV: animales lesionados bilateralmente con acido iboténico en
el hipocampo ventral.

3- FL+Risp: animales con falsa lesion tratados con RISP.

4- LNHV+Risp: animales lesionados tratados con RISP.

Todas las ratas, durante todo el periodo del estudio, se
mantuvieron bajo condiciones estandar, con un ciclo luz/oscuridad de
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12:12 horas y con acceso ad libitum a la alimentacion y el agua. Todos los
protocolos experimentales seguidos este en estudio fueron realizados de
acuerdo a la Normativa Espafiola vigente (Real Decreto 1201/2005), y la

Normativa Europea (DOCE L 222; 24-08-1999).

3. Cirugia de la lesién neonatal del hipocampo ventral

Las lesiones neonatales en el hipocampo ventral de los animales
se realizaron segun los protocolos originales descritos por Lipska y cols.
(1993). Una semana después de su nacimiento, (DP 7), cada animal con
un peso de 15 a 17g, se sometié a una anestesia por hipotermia durante
15 a 20 min, y se le realizé una incision continua a lo largo de la linea
media, exponiendo de este modo el craneo. El animal se fij6 al aparato
estereotaxico de pequenos roedores (Stoelting, Wood Dale, EE.UU), y se
localizaron bilateralmente en la superficie del craneo, la zona interés de
nuestro estudio, el HV. La fijacién del animal en el estereotaxico consistié
en colocar sus incisivos al nivel del plano interaural horizontal y aplicar las
barras de las orejas contra sus conductos auditivos, permitiendo de este
modo inmovilizar la cabeza del animal en un plano perfectamente
horizontal. La localizacion de la zona de interés, por su parte, se realizd
refiiéndose al punto Bregma, situado en la interseccion de las suturas
medianas y anteriores del craneo, en que todas las coordenadas del
sistema se ajustaron al valor 0. Se abrieron después dos ventanas a cada
lado del craneo, y se inyecto el acido iboténico (Sigma, St Louis, MO) (10

pg/ul en PBS 0,1 M, pH 7,4) o el PBS (0,1 M, pH 7,4) con la ayuda de una
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jeringa Hamilton de 5 ul conectada a un microinyector (Kopf Ins., Tujunga,
CA, EE.UU), a un flujo continuo de 0,15 pl/min. Las coordenadas de
inyeccion fueron: - 3,0 mm anteroposterior (AP), + 3,5 mm mediolateral
(ML) y — 5,0 mm ventrodorsal (VD) con respecto al bregma (Lipska y cols.,
1993). Después de cada inyeccion, la aguja se mantuvo colocada en el
cerebro 3 a 4 min para minimizar de este modo posibles reflujos del
neurotoxico o del PBS. Terminado el procedimiento de la lesion, se limpid
la herida con alcohol y se cerr6 con cemento veterinario Vetbond™
(BM™ - Veterinary Tissue Adhesive, EE.UU), dejando recuperarse al
animal sobre una placa caliente a 37 °C durante unos 30 minutos, antes

de devolverlo a su correspondiente madre.

4. Administracion de la risperidona

El tratamiento farmacoldgico al que se sometieron los animales en
este estudio consistio en administrarles, individualmente en cada jaula,
una dosis diaria de RISP de 2 mg/kg/dia, oralmente en el agua de bebida,
cuyo pH fue ajustado a 4,5 con acido citrico (0,1M). La solucion de la
RISP se prepardé cada 2 dias, y se ajusté en funcion del peso y del
volumen diario de agua bebido por cada animal. El vehiculo de la RISP
que recibieron los animales controles consistié en una solucion de acido
benzoico y el 4cido tartarico, a concentraciones finales de 8,25 y 25,5 nM

respectivamente, con un pH final de 4,5.
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5. Estudio comportamental

5.1. Respuesta de inhibicién por estimulo previo

Las respuestas auditivas de sobresalto (RAS) y su inhibicion por
estimulo previo (IEP) se midieron en tres ocasiones de la vida del animal,
al DP 56, al DP 70 y al DP84.

Aparato: Las mediciones se realizaron en el sistema SR-LAB
(San Diego Instruments, San Diego, CA, USA) (Figura 6). Dicho sistema
consiste en una camara acusticamente aislada (38 x 40,5 x 58,5 cm) que
contiene una caja cilindrica de plexiglas no restrictivo (8,2 cm de
didmetro), donde se coloca el animal. Esta caja lleva una plataforma con
un acelerometro piezoeléctrico susceptible de detectar todos los
movimientos del animal (diferencias de fuerza ejercida sobre la
plataforma). La camara esta equipada con ventilacion e iluminacion (10 w)
propia, y también con tres altavoces. Uno de los altavoces, colocado en el
techo de la camara, permite la generacion del ruido de fondo, y los otros
dos, localizados a 15 cm de los dos lados de la caja de plexiglas, permiten
la produccién del ruido blanco (estimulo). Este sistema esta conectado a
un ordenador (sistema informatico SR-LAB) que permite definir las
caracteristicas de los estimulos acusticos, la frecuencia, el orden de su
aplicacion y los intervalos inter-estimulos. Este sistema también permite

registrar las respuestas del animal y obtener los parametros evaluados.
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Figura 6: Sistema SR-LAB donde se han llevado a cabo las mediciones del RAS
y de la IEP.En la imagen de la derecha se puede observar en detalle, el cilindro
en donde se coloca el animal que lleva una plataforma con un acelerémetro (la
flecha) susceptible de detectar todos los movimientos del animal.

Procedimiento: Todas las mediciones fueron hechas entre las
09.00h y 12.00h. En cada medicion, el animal fue sometido a un ruido de
fondo de 60 dB SPL que permanece durante toda la sesidén. Tras un
periodo de aclimatacién de 5 min, se le presenta al animal una serie de 64
estimulos auditivos aleatoriamente y segun un cuadro latino formado por
4 bloques de 16 estimulos (Tabla 2). Los 64 estimulos estan formados por
16 pulsos de 115 dB, con intervalos de 20 ms, que permiten determinar el
RAS sin pre-estimulo. Los 48 estimulos que quedan consisten de 16
prepulsos de ruido blanco a cada una de las tres intensidades (65, 70 y 80
dB SPL) de duracion de 20 ms, seguidas 50 ms después de un estimulo
intenso de 115 dB que desencadena el RAS. En cada sesion, se evalua el
valor maximo del movimiento detectado por el acelerometro (expresado
en unidades arbitrarias y tomando como valor 0 cuando el animal esta en
reposo), la latencia al valor maximo (expresada en ms) y la magnitud
porcentual de la IEP, que es calculada para cada intensidad del prepulso

segun la férmula siguiente:
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IEP = 1 — [(amplitud del RAS en ensayos con estimulo previo) /

(amplitud del RAS en ensayos sin estimulo previo)] x 100.

5.2. Test de Campo Abierto

La actividad locomotora de los animales fue valorada mediante el
test del campo abierto, a DP 86 y tras 51 dias de tratamiento con RISP.

Aparato: Para la realizacion de esta prueba, se utilizé una
circunferencia de metacrilato de 100 cm de diametro con una pared de
acrilico de 50 cm de altura, descubierta e iluminada por una lampara de
80 W a una altura 60 cm, colocada en el centro del aparato. El suelo esta
dividido, mediante lineas pintadas, en 12 areas externas pegadas a la
pared y 7 areas internas (Figura 7). Estas divisiones son arbitrarias, de
dimensiones equivalentes, y permiten contar el nimero de veces que
seran cruzadas por el animal. Las divisiones estan dispuestas en circulos

conceéntricos que el animal puede explorar libremente.

Figura 7: El aparato del campo abierto utilizado en el experimento. Las areas
pegadas a la pared del cilindro, numeradas del 1 al 12, constituyen la zona de
exploracion externa. Las areas no numeradas constituyen la zona de exploracion
interna.
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Procedimiento: Los animales se introdujeron en la arena de
forma individual durante 3 minutos. El estudio se realizdé durante 3 dias
consecutivos y siempre entre las mismas horas del dia (09:00-12:00). Las
observaciones han sido realizadas por dos personas, para disminuir asi
posibles errores de observacion.

Los parametros comportamentales evaluados durante esta prueba
son los siguientes:

- Exploraciéon Externa: contabilizacion del numero de areas
externas que cruza-atraviesa el animal. Los numeros
escritos en el suelo tienen por finalidad facilitar el recuento,
ya que es frecuente que los animales se desplacen con gran

velocidad en esta area.

- Exploracion Interna: idéntico a la exploracién externa, pero

para las areas descritas anteriormente como internas.

- Exploraciéon vertical (Rearing): numero de veces que el
animal se coloca en posicidon vertical, con o sin contacto con
las paredes de la arena, sujetado por los miembros

posteriores.

- Grooming: Movimientos de acicalamiento, restregando los
ojos y limpiando el hocico, utilizando miembros superiores o

la lengua.
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5.3. Test de Evitacion Activa

La memoria de aprendizaje de los animales del estudio fue
medida al DP 88, tras 53 dias de tratamiento con RISP.

Aparato: Para evaluar la modificacion del aprendizaje y la
memoria, asi como los procesos atencionales en los animales, se ha
empleado un sistema de evitacion activa (Letica scientific Instruments,
Spain) (Figura 8). Este sistema consiste en una caja de escape-evitacion
en dos sentidos, conectado a una unidad de control (Letica LI-2900). La
caja (50 x 25 x 25 cm) es metalica, con una pared frontal trasparente y
una particion vertical de plexiglas restrictivo, que divide la caja en dos
compartimentos iguales, con un orificio central (9 x 9 cm) que permite al
animal de moverse libremente entre los dos compartimentos. Esto dos
compartimentos, estan equipados cada uno de una fuente de iluminacién
que sirve de estimulo condicional (EC), y de un sistema de barras de
aluminio en el suelo, conectado en serie a la unidad de control que
permite disparar un choque eléctrico, que sirve de estimulo incondicional
(El). Las barras de cada compartimiento estan dotadas con un mini-
interruptor, permitiendo que el procedimiento de la prueba y las

respuestas sean controladas automaticamente.
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- —e

‘Modulo de estudio

Unidald de control

Figura 8: El aparato de evitacién activa usado en nuestro experimento. En
detalle se muestran la unidad de control y el médulo de estudio.

Procedimiento: Al inicio de cada test, el animal se coloca
siempre en el mismo lado de la caja. Cada test es precedido por 5
minutos de adaptacién a la situacién experimental. A continuacion, el
animal realiza 10 ensayos o sesiones con un intervalo entre ensayos de
30 segundos. En cada ensayo, se presenta durante 10 segundos un luz
blanca (EC), seguida de durante 3 segundos de un choque eléctrico (El)
de baja intensidad (0,25 mA) acompanado por luz. El ensayo se repite 10
veces cada dia durante 10 dias consecutivos.

Los parametros de nuestro esquema de condicionamiento,

pueden representarse de la manera siguiente:

Estimulo condicionado (10 segundos) seguido de

10s
Estimulo no condicionado (3 segundos) seguido de

30s 3s Tiempo entre ensayos (30 segundos).
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Las respuestas comportamentales evaluados durante cada sesién

diaria son las siguientes:
- Evitacion: numero de veces que el animal responde a la
sefal de la luz (EC), pasando al otro compartimiento y

evitando de este modo el choque eléctrico (El).

- Escape: numero de veces que el animal no responde al EC,

y no responde que cuando recibe el choque eléctrico.

- Cruces entre ensayos (CEE): numero de veces que el
animal cambia de compartimiento sin ningun tipo de

estimulo.

- Freezing: numero de veces que el animal se queda

‘congelado” y aletargado en un estado estatico, ante el EC.

- Defecaciones: numero de veces que el animal defeca.

La rata se somete a la prueba hasta que alcanza el requisito de
adquisicién fijado por nosotros, del 70 % de las respuestas de evitacion
durante al menos 3 sesiones consecutivas.

Al final de todas las pruebas conductuales, los animales fueron
sacrificados a la edad de DP 100, después de 65 dias de tratamiento, y se

tomaron las muestras para el estudio histolégico y bioquimico.
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6. Obtencién del material biolégico para el estudio histolégico

6.1. Fijacion, extraccién y tallado del encéfalo

Antes de iniciar el proceso de fijacion, los animales fueron
anestesiados profundamente con una sobredosis de pentobarbital sddico
(60 mg/kg de peso) por via intraperitoneal. Tras comprobar el estado de
arreflexia del animal, se procedié a la toma de muestras de sangre y de
tejido adiposo para los estudios bioquimicos que detallaremos
posteriormente. Después se procedio a la perfusiéon por via transcardiaca
del animal.

El proceso de la fijacion tiene por objetivo de alcanzar una
situacion estable del tejido, interrumpiendo el desarrollo de los procesos
organicos, de tal forma que el estado y la situacion en que se encentraban
los tejidos resulte detenido instantaneamente y conservado de la manera
mas fidedigna posible. Este proceso consiste en fijar el animal fijado en
posicién decubito supino, abrirle la regidn toracica mediante la traccion del
esterndn. El corazén expuesto, se le introduce una canula de perfusién en
el ventriculo izquierdo hasta alcanzar la aorta ascendente y después se
corta la auricula derecha y se comienza el proceso de perfusion que
consiste de dos partes, el lavado del sistema circulatorio y la fijacién
propiamente dicha del tejido.El lavado se realiza mediante una variante de
la soluciéon de Ringer libre de calcio a un volumen de 150 a 200 ml para
cada animal (NaCl 0,85 %, KCI 0,025 % y NaHCO3 0,02 %) a 37 °C cuyo
pH fue ajustado a 6,9 con una mezcla de CO; al 95% y O, al 5%. Para la

fijacion se empled6 el paraformaldehido a un volumen de
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aproximadamente 2 litros para cada animal (paraformaldehido al 4 % en
tampén fosfato [PB] 0,1 M) a temperatura ambiente y a pH 7,4. Tanto la
solucion de lavado como la solucién fijadora se bombean hacia el corazon
por gravedad, situando los decantadores con la solucién lavadora y el
liquido fijador a una altura de 1,10 m. Tras la fijacién, se deja reposar el
animal al menos una hora antes de proceder a la extraccion del cerebro,
para evitar que el tejido cerebral pueda sufrir retraccion durante el
proceso de la fijacién. Después, se procede a la extraccion cuidadosa del
encéfalo y su tallado en dos porciones conteniendo las zonas de interés
de nuestro estudio (la CPF y el hipocampo) utilizando un molde adecuado
(Brain matrix rodent, #RBH-40000 Bioanalytical System, Inc., West
Lafayette, Indiana, EE.UU.), que permite obtener planos de corte
coronales de orientacion similar en todos los animales. Se retiraran
después las meninges a todos los bloques tallados y se crioprotegen por
inmersién en sacarosa al 30% en PB 0,1 M pH 7,4, durante 72 h. a 4 °C
en agitacion constante.

Posteriormente, los bloques conteniendo las zonas rostrales
seleccionadas fueron cortados con un micrétomo de congelacion (#HM
400 de Microm, Heidelberg, Alemania) y las secciones coronales de 40
pMm de grosor fueron recogidas en PB 0,1 M (pH 7,4) en series de 10
pocillos para realizar los diversos estudios propuestos. Un grupo de
secciones fueron tenidas con Nissl para visualizar los limites
citoarquitectonicos y para corroborar el grado de lesion o en su caso, en
los animales falsos lesionados, que no hubiese un dafo considerable

provocado por la inyeccién del PBS.
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6.2. Tincion de Nissl

La tincion de Nissl permite poner de manifiesto los nucleos de las
células nerviosas, asi como la sustancia tigroide de las neuronas. Estas
dos estructuras se tifien debido a su composicion en acidos ribonucleicos.
Para ello, se emplean colorantes basicos de anilina, en nuestro caso el
violeta de cresilo, que se depositan en los radicales acidos de los acidos

nucleicos debido a fuerzas electropolares.

Todas las series de secciones cortadas contaron con un pocillo
procesado para la tincion de Nissl segun el procedimiento descrito en el

ANEXO II.

6.3. Técnicas inmunohistoquimicas

Se ha utilizado la técnica inmunohistoquimica indirecta (Figura 10)
que se fundamenta en la elevada especificidad y alta avidez que
presentan los anticuerpos frente a sus antigenos, permitiendo la
visualizacion de determinadas moléculas en las células. Las moléculas
que estudiado son: parvalbumina (PV), calbindina (CaBP), cFos y
proteina fibrilar acida glial (GFAP). La PV y la CaBP son proteinas
ligadoras de calcio, que permiten apreciar particularidades neuronales y
también contribuir al estudio topografico de las estructuras a estudiar;
cFos es un marcador de activacion neuronal a través de la transcripcion
de los genes de expresidon inmediata y GFAP es una proteina que se
expresa en las células gliales maduras, especificamente en los astrocitos.
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De manera general, el procesado inmunohistoquimico de las
secciones consistido en bloquear los posibles sitios de union inespecifica
de los anticuerpos, mediante incubacion con suero bovino fetal (SBF; #
S0O113-1, Biochrom KG, Alemania) al 10% en TBS-Tx 0,05M a pH 7,6
durante una hora a temperatura ambiente y en ligera agitacién. Después
de este paso, se procede a la incubacion con el anticuerpo primario
diluido en TBS-Tx 0,05M a pH 7,6 con SBF al 10%. El tipo de anticuerpo,
asi como la dilucién y el tiempo de incubaciéon empleado para cada caso
se muestran en la tabla 3. Seguidamente, las secciones fueron lavadas en
TBS para después realizar una nueva incubacion con anticuerpos
secundarios biotinados (Tabla 3) especificos contra la inmunoglobulina
(IgG) de la especie en la que se fabricé el primer anticuerpo.
Transcurridas dos horas de incubacién a temperatura ambiente, las
secciones se lavaron y se pasaron a una solucion que contiene el
complejo avidina-biotina-peroxidasa (solucién estandar de ABC, kit No.
PK 4000; Vector Labs., Burlingame, CA, USA). Finalmente, la reaccion
antigeno-anticuerpo se visualizd, usando como cromégeno DAB sin
niquel en el caso de la PV, CaBP y GFAP, y con sulfato de niquel en el
caso del cFos.

En la tabla 3 se muestran los anticuerpos empleados y las

soluciones de trabajo y los protocolos estan detallados en el ANEXO II.
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Proteina

Anticuerpo - ABC

secundano

Anticuerpo
primario
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Cromégeno

oxidado

H20
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Figura 9. Método de inmunohistoquimica indirecta.

Ac

Antigeno | Ac primario | Referencia | Dilucién secundario Referencia | Dilucién | Color

GFAP rabitt anti #08-0063- 1/500

GFAP Zy
PV 28 rabitt anti-PV | py-28-sw | 1/5000 marron
28 Biotinylated #BA-1000 1/200
CazBF;(D- rabbit anti- | cB-38a-Sw | 1/10000 | 90atanti-rabbit Vec
8 CaBP D-28k
cFOS rabitt sc-52 | #SC52-StC | 1/2500 negro

Tabla 3: Anticuerpos empleados y las soluciones de trabajo para los diferentes
tipos de procesamiento. Dia- Diasorin, Stillwater, MN, USA; Incstar- Incstar

Corp., Stillwater, MN, USA; StC- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA; Stern- Sternberger Monoclonals Inc., Baltimore, MD, USA; Sw- Swant,

Bellinzona, Switzerland; Vec- Vector Laboratoires, Burlingame, CA, USA, Zy-
Zymed Laboratories (San Francisco, CA, USA).
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7. Analisis de las secciones histologicas

7.1. Mediciéon del grosor

El grosor de la region prelimbica de la CPFM se midi6 en
secciones tenidas con Nissl en los animales sacrificados a P100,
empleando para ello el sistema Stereolnvestigador (MicroBrightField, Inc,
Colchester, VT, USA). Las mediciones se realizaron en tres niveles
interaurales, ia = 12,20; ia = 11,70 e ia = 11,20, y dentro de ellos, en cada
una de las tres regiones: dorsal, media y ventral. Los limites para cada
region se establecieron de acuerdo con las coordenadas estipuladas por
el Atlas Estereotaxico de Rata de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson,
2005), (Figura 9). Usando una transparencia, se dibujé la imagen del atlas
de Paxinos que se adaptd y se sobrepuso a nuestra imagen real, para asi

permitir la medicion del grosor cortical con mayor precision.
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Figura 10: Esquema donde se muestra una de las regiones del area prelimbica
de la CPFM que se utilizé para medir el grosor cortical y para hacer recuento
celular. El diagrama del Atlas Paxinos muestra una seccion en el nivel 12,20 mm
interaural. El cuadro (a) (40 x 40 mm) ilustra la regién prelimbica (PrL) de la
CPFM. Las flechas (b) indican los tres niveles analizados para la estimacion del
grosor de la region PrL.

7.2. Recuento celular

Se realiz6 la cuantificacion de células inmunoreactivas al
antisuero contra Fos, GFAP, PV y CaBP 28Kd en la region prelimbica de
la CPF.EIl recuento celular se llevo a cabo en 3 secciones de la corteza
prelimbica (Figura 21), en los niveles interaurales (ia = 12,20; ia = 11,70;
ia = 11,20). Se delimitd la corteza prelimbica con el objetivo 2,5 X,
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utilizando un microscopio, Leica (modelo #DMRB).EI area de recuento es
un cuadrado de 4.000%4.000 ym que se dibujé en una transparencia y se
sobrepone a la imagen de estudio sobre la pantalla del ordenador. Para
cada una de las preparaciones, se contaron el numero de células
positivas al marcador empleado, usando el objetivo 40 X y haciendo una
marca sobre cada célula inmunotefida. Como célula inmunotefiida se
asumen todas aquellas que presentan una evidente coloracion marrén, o
negra, en funcién del marcaje utilizado, que se destaca inequivocamente

del fondo.

8. Estudio de la expresion génica de los receptores dopaminérgicos

y serotonérgicos.

De forma genérica, se estudio el perfil de expresion génica de
receptores dopaminérgicos y serotonérgicos en relacién a la lesion y a la
administracion crénica de RISP (2mg/Kg/dia) y mas concretamente, se
planteé cuantificar receptores dopaminérgicos D, y serotoninérgicos
5HT,a, mediante técnica de RT-PCR cuantitativa en hipocampo y CPF.

Para ello, al finalizar el estudio conductual (después de 65 dias de
tratamiento), se extrajeron el hipocampo y la CPF de 3 animales de cada
grupo, seleccionados al azar, trace una breve anestesia con COy,
congelandolos en nitrogeno liquido a —80° C para determinar la expresion
génica mediante técnica de RT-PCR y qPCRs de los receptores

dopaminérgicos (D2) y serotonérgicos (5-HT2A).
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8.1. Extraccién y purificacion del RNA

Para la extraccion de RNA total de tejido se empledé una
modificacion del método de Chomczynski y Sacchi (1987), usando el
reactivo Trizol™ (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA). Para ello, se
utilizé 1 ml de Trizol por cada 100 mg de tejido, y se procedié a la
homogeneizacion del mismo mediante un homogeneizador Brinkmann
Polytron. Tras incubar el preparado durante 5 min a temperatura
ambiente, se realizé una extraccion selectiva del RNA por separacion de
fases mediante la adicién de 200 pl de cloroformo por cada ml de Trizol y
centrifugacion a 12000 g durante 15 min a 4 °C. El RNA obtenido en la
fase acuosa superior se precipité con un volumen de isopropanol igual a
la mitad del Trizol utilizado en el primer paso, se centrifugé a 12000 g
durante 10 min a 4 °C y, finalmente, después de eliminar el sobrenadante
y secar el RNA, se resuspendi6 en agua tratada con DEPC
(dietilpirocarbonato 0.1%, Sigma), incubando a 60 °C durante 10 min para
favorecer la disolucion del mismo. Posteriormente, se cuantificé y
determind la calidad del RNA purificado para comprobar que el RNA
extraido no habia degradado, mediante el analisis de una alicuota de
cada muestra del RNA purificado en un RNA 6000 NanoLabChip
utilizando un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, USA). La
visualizacion clara de los picos de rRNA 18S y 28S, significa que los

RNAs extraidos tienen una buena calidad.
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8.2. RT-PCR

Las RT-PCRs se llevaron a cabo en dos pasos; un primer paso
consistente en la retrotranscripcion de los RNA mensajeros (sintesis de
cDNA), seguido de una amplificacion selectiva mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

En la sintesis de cDNA se utilizé el kit ImProm-II"™ Reverse
Transcription System (Promega Corporation, Madison, WI, USA)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Inicialmente se
desnaturalizé una mezcla de 1 ug de RNA total y 0.5 pg del oligo-dT a 70
°C durante 5 min, tras lo cual se enfrié en hielo. Esta reaccién se anadio a
una mezcla preparada previamente que contiene 1pl de transcriptasa
inversa ImProm-IITM, 4 pl de buffer 5 X ImProm-1I™, MgCI2 1.5-8.0 mM,
una mezcla de desoxinucleodtidos tri-fosfato (ANTPs) 0.5 mM, 20 U del
inhibidor de ribonucleasas Recombinant RNasin® y agua libre de RNasas
(H20 tratada con DEPC) hasta un volumen final de 15ul. La reaccion se
sometio durante 5 min a 25 °C, lo que permitié que el cebador anille con
el RNA molde. Posteriormente se incubd a 42 °C durante 1 hora, para que
la transcriptasa sintetice el cDNA. Finalmente la transcriptasa inversa se
inactivo incubando las mezclas de reaccion a 70 °C durante 15 min.

Para comprobar que la sintesis de cDNA se realizé con éxito, se
llevé a cabo una amplificacion por PCR de tres fragmentos de cDNA

”

correspondientes a tres genes” housekeeping”, los cuales se expresan
constitutivamente y a niveles de expresion aproximadamente iguales en

todos los tejidos.
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- B-actina de rata (GenBank, N° NM_031144)
- Una enzima de la glicolisis (gliceraldehido 3-P-deshidrogenasa-
GADPH)

- Gen de la proteina ribosémica L19 (RPL19).

Seguidamente, se realizaron distintas PCRs con el Kit PCR
Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, USA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se anadieron al tubo de reaccién una
mezcla de reaccion (Tris-HCI 22 mM, pH 8.4, KCI 55 mM, MgCI2 1.65
mM, dNTPs 220uM y 22 U de Tag DNA polimerasa), 100 ng de DNA y 0.2
Mg de cada uno de los cebadores especifico (Tabla 4) de cada reaccién.
Para descartar la posibilidad de amplificar fragmentos de PCR resultantes
de DNA gendmico residual, la pareja de oligonucleétidos-cebadores
fueron disefiados en dos exones distintos. Por tanto, el producto de
amplificacion, en el caso de amplificar el DNA gendmico, seria de mayor
tamafno que el correspondiente a unicamente la amplificacion del
transcrito (cDNA), al incluirse al menos un intrén. El volumen final de
reaccion fue de 25 ul y siempre se realizé una reaccién sin DNA molde
como control negativo. La reaccién de amplificacion se realizé en un
termociclador Perkin Elmer (Geneamp® PCR system 9700). El programa
de amplificacion de las PCRs consisti6 en un primer paso de
desnaturalizacion inicial (1 ciclo a 95 °C durante 5 minutos), seguido de
una desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, y un anillamiento a

55-60 °C dependiendo de la pareja de cebadores a utilizar (ver detalles en
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la Tabla X) durante 30 segundos. Por ultimo, se realizé una extension a
72 °C durante 45 segundos (estas tres etapas se repitieron durante 45
ciclos). Finalmente, se llevd a cabo un unico ciclo de extension final
durante 10 minutos a 72 °C. El numero de ciclos utilizados en las PCRs
nos asegurd la obtencion de los productos de PCR en fases lineal de
amplificacion para poder realizar estudios semi cuantitativos de niveles de
expresion génica.

A continuacion, los productos de la PCR se corrieron en
electroforesis, en geles de agarosa al 2,5 % con bromuro de etidio (0,5
ug/ml) embebidos en TBE 1 X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8,0).
Paralelamente, en los geles se incluyé un marcador de peso molecular,
que consistio en DNA del fago X-174 digerido con la endonucleasa Haelll
y que gener6 fragmentos de tamafo: 1,35; 1,08; 0,87; 0,63; 0,31; 0,28;
0,27; 0,23; 0,19; 0,12; y 0,07 kb. El patron de migracion de fragmentos se
registro con una camara digital (Bio-Rad) bajo iluminacion ultravioleta,

usando el programa Bio-Rad.

Posicion Posicion Tamafio del T2 de anil-
Numero del Cebador 1 del cebador Cebador 2 del cebador ducto d lamiento
roducto de
Gene bank (For) 1enel (Rev) 2enel P
PCR (pb) (°C)
cDNA cDNA
AACGGT AACAGG
5-HToa NM_017254 CCATCC 946-964 AAGAAC 1036-1054 109 60
ACAGAG ACGATGC
AGACGA GCAGCCA
D2 NM_012547 TGAGCC 1416-1435 GCAGATG 1492-1511 96 60
GCAGAAAG ATGAAC

Tabla 4: Localizacion en el GenBank de los cebadores, la secuencia de los
cebadores, asi como su localizacion en el cDNA. En las ultimas columnas, se
muestra el tamafio del transcrito obtenido y la temperatura de anillamiento de los
cebadores.
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8.3. PCR Cuantitativa (QPCR)

Realizamos PCR cuantitativas en tiempo real (qQPCR) utilizando la sonda
inespecifica SYBR Green | para cuantificar mediante el método de
cuantificacion relativa de las Ct (“ciclo umbral”) el grado de expresion de
los dos genes a estudio, D2 y 5HT2A, respecto al gen endégeno GADPH.
El método de cuantificacion que empleamos se basa en la
deteccién continua del producto de PCR mediante el fluoréforo SYBR
Green |. Esta molécula se intercala en el surco menor de la doble hélice
del DNA y emite fluorescencia en el espectro UV con pico maximo a 520
nm. Por tanto, en cada ciclo de la PCR, la fluorescencia sera muy baja o
nula durante la etapa de desnaturalizacion y aumenta gradualmente
durante la etapa de extension. El termociclador, provisto de un laser y
detectores de fluorescencia (fluorimetro), recoge la sefal al final de cada
ciclo, permitiendo un seguimiento del proceso en tiempo real. A medida
que pasan los ciclos, el producto de PCR, y por tanto la sefal detectada,
aumentan de forma exponencial, hasta que los reactivos comienzan a
agotarse o se produce inhibicién por producto final. En los experimentos
de qPCR en el que se emplea una sonda inespecifica como el fluoréforo
SYBR Green |, al final de la PCR como tal se realiza un analisis de curva
de desnaturalizacion de los productos de PCR obtenidos para establecer
la especificidad de tales productos. Para ello, partiendo de una
temperatura a la que todos los posibles productos de PCR generados
estan renaturalizados, es decir, en forma de doble cadena, se incrementa
dicha t? de forma paulatina y la fluorescencia del conjunto de la muestra

se mantiene constante hasta que se alcanza la Tm (1% de
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desnaturalizacion a la cual el 50% de un mismo tipo de DNA se
desnaturaliza) de algun producto de PCR, momento en que la
fluorescencia se reduce drasticamente.

La aplicacion del método de cuantificacion relativa basado en el
analisis de los datos de Ct, el cual determina el ciclo inicial de
amplificacion y es inversamente proporcional al n° de copias inicial del
molde, en contraprestacion al método de la curva estandar, se
fundamento en el hecho de que las Eficiencias (E) y/o pendientes (b) de
las rectas patrén [rectas de regresion, (Y=a * X + b )] de cada gen objeto
de estudio (D, o 5HT2x) y el gen enddgeno (GADPH) eran
estadisticamente significativas iguales.

Desde el punto de vista practico, las Eficiencias (E) se calcularon
al realizar gPCRs con al menos tres cantidades diferentes de producto de
diluciones seriadas de DNA diana para una misma pareja de cebadores,

esto es, realizacidon de una recta patron

E=[10 " _11*100

Por su parte, el método de las Ct consistio en normalizar las Ct
del gen objeto de estudio (“target”) y del gen enddégeno (“housekeeping”)

para cada condicién a estudiar del siguiente modo:

ACt “condicion 17 = Ct “target” — Ct “housekeeping”
ACt “condicion 2” = Ct “target” — Ct “housekeeping”
ACt “condicion 3” = Ct “target” — Ct “housekeeping”

ACt “condicion N” = Ct “target” — Ct “housekeeping”
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Seguidamente, para establecer la cuantificacion relativa de una
determinada condicion respecto a otra, se aplico una segunda
normalizacion con la siguiente formula:

AACt “condicién 1”7 = ACt “condicion 1” — ACt “condicion 1”
AACt “condicién 2” = ACt “condicion 2” — ACt “condicion 1”
AACt “condicién 3” = ACt “condicion 3” — ACt “condicion 1”

AACt “condicién N” = ACt “condicion N” — ACt “condicion 1”

El incremento o aumento de la cantidad de DNA diana de la
‘condicion N” respecto a la “condiciéon 1” (control) vendra finalmente

definido por R.

—_ -AACt“condicion 1” _ 0.
E =E";

Recondicién 17 = Recondicien 17 = 1

— -AACt“condicion 2”
R“condici()n 27 = E ] - < R“condici()n 2” <+
00

9. Estudio bioquimico

9.1. Obtencion del material biolégico

Como ya se indicé anteriormente, ademas del encéfalo, también
se obtuvieron muestras de sangre y de tejido adiposo de las ratas.

Las muestras de sangre obtenidas por puncién cardiaca fueron
repartidas en tubos con y sin EDTA (EUROTUBO K3-EDTA, Espana) para
la obtencion de plasma y de suero, tras la centrifugaciéon a 3500 rpm

durante 15 minutos a 4 °C. Las muestras de plasma fueron utilizadas para

107



Materiales y métodos

las determinaciones de los niveles de la RISP y su metabolito activo, el 9-
OH-RISP. Las otras muestras de suero fueron congeladas a - 80 °C hasta
su uso en analisis que no forman parte de esta tesis.

Las muestras de tejido adiposo fueron obtenidas de los paniculos
intra-abdominales (perirrenal, omental y epididimario) para el estudio del
efecto de la RISP en este modelo experimental de esquizofrenia sobre la

lipolisis.

9.2 Niveles de la risperidona en el plasma

Las mediciones de los niveles de RISP y su metabolito se
realizaron por cromatografia liquida / tdndem espectrometria de masas
(LC MS/MS), segun la metodologia descrita por Zhang y cols. (2007). A
cada muestra de 250 pl del plasma, se le afadié 25 pl del estandar
interno (40 ng/ml midazolam) y 0,2 ml de 0,5 M de Na;HPO4 (pH=10,7).
Las muestras fueron brevemente mezcladas y extraidas en 3 ml de éter
isopropilico durante 10 min. Después de la centrifugaciéon a 2000 X g por
10 min., la capa organica superior fue evaporada por sequedad. Al
residuo se le afiadié 100 pl de metanol: 20 mM del formato de amonio
(pH=3.9) (70:30), después la mezcla se sénico, se agité y se centrifugd a
16 000 g por 10 min., finalmente, 15 yl de la fase acuosa fueron

inyectados en el equipo LC MS/MS.
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9.3. Actividad lipolitica

Obtencion de adipocitos aislados: Se sacrifica al animal, no
ayunado, a primera hora de la mafana y se extrae el tejido adiposo
blanco, que es obtenido de los paniculos intraabdominales (perirrenal,
omental y epididimario). La grasa obtenida se trocea en pequefios
fragmentos y se deposita en frascos con buffer Krebs Ringer Bicarbonato-
albumina (KRBA). Los adipocitos son aislados por digestion enzimatica de
la trama proteica, tras 30-45 min de agitacion en bafo a 37 °C.en
presencia de colagenasa Para separar las células adiposas del estroma
conectivo se filtra a través de una malla de nylon. Los adipocitos filtrados
quedaran en la superficie y, para eliminar la colagenasa, las células se
lavan con 15 mL del KRBA a 37 °C, repitiendo este paso 3 veces. Tras
cada lavado se agita suavemente, y se deja el tubo durante unos 3-5 min
en el bafio hasta que se estabilizan ambas fases; luego, se desecha la
fase inferior por aspiracion. Finalmente, una pequefia muestra de los
adipocitos obtenidosse coloca sobre un portaobjetos, y se observa al
microscopio su integridad y tamafo, fotografiaron con una camara digital
(Olympus DP70, midiéndose posteriormente con el programa SCION

IMAGE (NIH).

Determinacién de actividad lipolitica: La lipdlisis se analiza
tomando como criterio la cantidad de glicerol liberado en el medio por los
adipocitos en el curso de la incubacién con los farmacos a ensayar, en
una proporcion farmaco-suspension de adipocitos de 1:100. Esta

liberacién de glicerol al medio extracelular refleja fielmente la intensidad
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de la lipdlisis. La incubacion se realiza por espacio de 90 minutos,
periodo durante el cual la lipdlisis es una funcion lineal del tiempo.

Para determinar el glicerol liberado se anade a las muestras un
tampon de hidracina durante 40 min, midiendo a continuacion la
absorbancia de las muestras, en un espectrofotometro con luz UV
(Beckman DU-40) a una longitud de onda de 340 nm.

Los resultados se expresan en umoles de glicerol liberados en el
medio/100 mg de lipidos celulares/ 90 min, después de determinar los

lipidos totales de los adipocitos.

10. Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa
SPSS (versién 15.0 para Windows; SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA). La
descripcion de los datos se efectué mediante media + error estandar de la
media (EEM) tanto para variables continuas como para frecuencias

absolutas y relativas de variables categoricas.

Los resultados se compararon entre los diferentes grupos
haciendo uso del mddulo ANOVA, y en los casos apropiados, se

realizaron comparaciones multiples post-hoc y el test t de Student.

En los estudios longitudinales, los resultados se compararon entre
los diferentes grupos haciendo uso del test de ANOVA mixto split-plot, con
comparaciones por pares Sheffe (analisis inter-sujetos) y Bonferoni
(analisis intra-sujetos). El nivel de significacion estadistica aceptado fue

p< 0,05.
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Resultados

1. Resultados del estudio comportamental

1.1. Inhibicién del reflejo auditivo de sobresalto por un
estimulo previo

Hemos estudiado la IEP en los diferentes grupos del estudio a las
8, 10 y 12 semanas de edad, tal y como se observa en la figura 11. Las
comparaciones entre los grupos animales sin tratamiento no mostraron ninguna
diferencia significativa entre los animales lesionados y falsos lesionados, en
ninguna de los tres periodos en que se hicieron las pruebas. Las comparaciones
entre estos grupos con los grupos correspondientes tratados con la RISP,
tampoco mostraron diferencias significativas en ninguno de estos tres periodos.
Sin embargo, aunque las diferencias no son significativas, se observé que el
tratamiento con la RISP tendi6 a aumentar los valores de la IEP tanto en los
animales lesionados como falsos lesionados. El estudio longitudinal de la
variacion de IEP, tampoco indic6 variaciones significativas de este parametro a
lo largo de los tres periodos en los que se midioé la IEP. Sin embargo, aunque
estas diferencias no son significativas, la IEP de todos los animales, con y sin
tratamiento, mostré una tendencia a aumentar en la décima semana de edad de
los animales (DP 70), en comparacion con la octava semana (DP 56), y a reducir
en la duodécima semana. Estas tendencias de variacioén de la IEP se observaron

en todos los animales lesionados y falsos lesionados, con y sin tratamiento.
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INHIBICION POR ESTIMULO PREVIO
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Figura 12. Valor medio del porcentaje de IEP (* ESM) de cada uno
de los grupos experimentales, falsas lesionadas (FL) y lesionadas
(LNHV), en presencia y ausencia de Risperidona (Risp: 2mg/kg/dia), a
las 8, 10 y 12 semanas de edad. Las comparaciones entre los grupos
experimentales a la misma edad no indicaron ninguna diferencia
significativa.

1.2. Campo abierto

Como se indicé anteriormente, para evaluar el efecto de la RISP
sobre los posibles cambios conductuales inducidos por la LNHV ante un
ambiente novedoso, fueron evaluados cinco parametros en esta prueba:
la actividad locomotora y exploratoria, con sus dos variantes, la actividad
horizontal y vertical, las actividades de aseo y movimientos orofaciales

(grooming) y el numero de defecaciones.
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1.2.1. Actividad horizontal

La actividad horizontal se evalu6 midiendo la actividad
exploratoria total de los animales, suma de la actividad exploratoria
externa (en las zonas periféricas del campo abierto) y la actividad
exploratoria interna (en las zonas céntricas del aparato). Después, se
desglosaron los resultados de cada uno de estos parametros para saber
cual de los dos fue mas afectado por la lesién y cdmo ha reaccionado
frente al tratamiento con la RISP. Por ultimo, se calculé también el
cociente de la exploracién interna/exploracion total, como parametro

indicador del grado de ansiedad de los animales.

Actividad exploratoria total

La comparacion entre los grupos animales no sometidos al
tratamiento con la RISP indico que los animales lesionados mostraron una
actividad exploratoria total significativamente mayor en comparacion con
los animales falsos lesionados (40,30 £ 6,48 vs. 25,63 £ 7,24; p= 0,03)
(Figura 12). Sin embargo, las comparaciones de estos grupos animales
con los grupos correspondientes tratados con la RISP, no mostraron
ningun efecto significativo del farmaco ni en los animales lesionados ni en
los falsos lesionados. Estas diferencias, aunque carecen de significacion
estadistica, muestran que la RISP aumenta la actividad exploratoria total
de los animales lesionados (40,30 + 6,48 vs. 48,22 £ 6,83), y reduce la de

los animales falsos lesionados (25,63 + 7,24 vs. 18 £ 7,74).
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Figura 13. Prueba de campo abierto, Actividad exploratoria total
media (* ESM) realizada por cada uno de los grupos experimentales,
falsas lesionadas (FL) y lesionadas (LNHV), en presencia y ausencia de
Risperidona (Risp: 2mg/kg/dia). * indica una diferencia significativa (p<0,05) entre
los animales sin tratamiento, falsos lesionados (FL+Veh) y los lesionados (LNHV+Veh).

Actividad exploratoria horizontal externa e interna

Los animales sin tratamiento mostraron actividades exploratorias
externas e internas, con un perfil de respuesta comparable a lo que se
observé en la actividad exploratoria total, siendo los animales lesionados
los que mostraron siempre una actividad exploratoria mayor que la de los
animales falsos lesionados, no alcanzando significacion estadistica la
diferencia en el caso de la actividad exploratoria interna (37,80 + 6,51 vs.
23,63 £ 7,28; [p= 0,01] y 2,5 1,51 vs. 2 + 1,69, respectivamente en el
caso de la actividad exploratoria externa y interna de los animales
lesionados vs. falsos lesionados sin tratamiento) (Figuras 13 y 14).

Los animales tratados con RISP mostraron también un perfil de
respuesta similar a lo observado en la actividad exploratoria total, salvo el

caso de los animales lesionados en que se observd que la RISP redujo
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también la actividad exploratoria interna, ademas de la exploracion
externa (37,80 £ 6,51 vs. 46,89 + 6,86; 23,63 + 7,28 vs. 17 £ 7,78 y 2,5
1,51 vs. 1,33 +1,59 vs.; 2 £ 1,69 vs.1 £ 1,81, respectivamente en el caso
de la exploracion externa e interna de los animales lesionados vs. falsos

lesionados, sin y con tratamiento).

EXPLORACION HORIZONTAL EXTERNA
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50 *
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Figura 14. Prueba de campo abierto. Actividad exploratoria externa
(media * ESM) realizada por cada uno de los grupos experimentales,
falsas lesionadas (FL) y lesionadas (LNHV), en presencia y ausencia de
Risperidona (Risp: 2mg/kg/dia). * indica una diferencia significativa (p<0,05) entre
los animales sin tratamiento, falsos lesionados (FL+Veh) y los lesionados (LNHV+Veh).

Numero de cruces
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EXPLORACION HORIZONTAL INTERNA
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FL+Veh FL+Risp LNHV+Veh LNHV+Risp

Figura 15. Prueba de campo abierto. Actividad exploratoria interna
(media * ESM) realizada por cada uno de los grupos experimentales,
falsas lesionadas (FL) y lesionadas (LNHV), en presencia y ausencia de

Risperidona (Risp: 2mg/kg/dia). Las comparaciones entre los grupos
experimentales no muestran diferencias significativas.

Cociente de exploracion interna/exploracion total

Las comparaciones entre los grupos no indicaron diferencias
significativas entre los animales lesionados y falsos lesionados con o sin
tratamiento (Figura 15). Sin embargo, aunque las diferencias no son
significativas, los animales lesionados muestran valores ligeramente
menores que los obtenidos en los falsos lesionados (6,05 + 2,46 vs. 9,73
t 3,05). Las comparaciones de las respuestas de estos dos grupos, con
los correspondientes grupos tratados con la RISP, tampoco mostraron
diferencias significativas. Sin embargo, aunque estas diferencias no han
sido significativas, se observd que los animales respondieron también de
manera opuesta al tratamiento con la RISP, como lo observado en la

exploracion total y la exploracion externa. Los valores del cociente de la
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actividad exploratoria interna/total se redujeron en el caso de los animales
falsos lesionados (9,73 £ 3,05 vs. 5,96 + 2,48) y aumentaron en el caso de

los animales lesionados (6,05 + 2,46 vs. 7,07 £ 4,08).

EXPLORACION INTERNA/EXPLORACION
TOTAL

- -
N A

o

»

Numero de cruces
H oo
—

N

o

FL+Veh FL+Risp LNHV+Veh LNHV+Risp

Figura 16. Prueba de campo abierto. Cociente de las exploraciones
interna/total (media * ESM) realizada por cada uno de los grupos
experimentales, falsas lesionadas (FL) y lesionadas (LNHV), en

presencia y ausencia de Risperidona (Risp: 2mg/kg/dia). Las comparaciones
entre los grupos experimentales no muestran diferencias significativas

1.2.2. Exploracion vertical (Rearing)

La cuantificacion de la exploracidon vertical (rearings) en los
grupos de animales no sometidos al tratamiento con la RISP no mostré
una diferencia significativa entre los animales falsos lesionados y
lesionados. Sin embargo, los animales lesionados presentan menor
actividad vertical que los falsos lesionados (4,5 £ 1,38 vs.7,75 + 1,54). Las

comparaciones entre estos grupos animales con los correspondientes
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grupos tratados, mostraron que la RISP aumenté significativamente el
numero de rearings en el caso de los animales lesionados (9,22 + 1,45 vs.
45 + 1,38, p = 0,01), mientras que no afectd significativamente este
numero en el caso de los animales falsos lesionados, aunque tendid a

aumentarlo ligeramente (9 + 1,65 vs 7,75 £ 1,54).

EXPLORACION VERTICAL
12

10

Numero de rearings

FL+Veh FL+Risp LNHV+Veh LNHV+Risp

Figura 17. Prueba de campo abierto. Exploraciones verticales (media
+ ESM) realizadas por cada uno de los grupos experimentales, falsas
lesionadas (FL) y lesionadas (LNHV), en presencia y ausencia de
Risperidona (Risp: 2mg/kg/dia). # indica diferencias significativas (p<0,05) entre
los animales sin tratamiento, falsos lesionados (FL+Veh) y lesionados (LNHV+Veh).
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1.2.3. Actividades de aseo y movimientos orofaciales (grooming)

Los animales lesionados presentaron un numero de groomings
significativamente menor que los falsos lesionados (0,1 + 0,37 vs. 1,56
0,42, p= 0,03). Las comparaciones de estos grupos animales con los
correspondientes grupos tratados con la RISP mostraron un aumento
significativo del numero de groomings de los animales lesionados,
mientras que los animales falsos lesionados no mostraron cambios
importantes [respectivamente, 0,78 + 0,39 vs. 0,1 £ 0,37, (p=0,02); 1,43

0,44 vs. 1,5+0,42].

GROOMING
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FL+Veh FL + Risp LNHV+Veh LNHYV + Risp

Figura 18. Prueba de campo abierto. Numero de groomings
realizados (media * ESM) por cada uno de los grupos
experimentales. falsas lesionadas (FL) y lesionadas (LNHV), en
presencia y ausencia de Risperidona (Risp: 2mg/kg/dia). * y # indican
respectivamente las diferencias significativas (p<0,05) entre los animales sin tratamiento,

falsos lesionados (FL+Veh) y lesionados (LNHV+Veh), y los animales lesionados
tratados con RISP (LNHV+RISP) vs. los no tratados (LNHV+Veh).
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1.3. Evitacion activa

En la prueba de condicionamiento de evitacidon activa hemos valorado la
respuesta de evitacion y el numero de cruces entre compartimentos, para
evaluar el aprendizaje y la memoria de los animales. También hemos
analizado el freezing y la defecacion, como control del nivel de ansiedad
de los animales. En nuestros experimentos, hemos adoptado como
criterio de condicionamiento cuando son capaces de evitar el choque
eléctrico por lo menos en 70% de las veces y durante dos sesiones

consecutivas.

1.3.1. Respuestas de evitacion

Uno de los resultados mas destacables de esta prueba es sin
lugar a duda las respuestas de evitacion de los grupos animales sin
tratamiento con RISP. Los animales falsos lesionados superaron el
requisito pre-establecido en esta prueba, realizando respuestas de
evitacion correctas superiores al 70 % en tres sesiones consecutivas,
mientras que los animales lesionados no llegaron a cumplir esta condicion
en ninguna de las sesiones de la prueba (Figura 18 A).

Los animales falsos lesionados mostraron una mayor capacidad
de evitar estimulos adversos condicionados, en comparacion con los
animales lesionados, con respuestas de evitacion significativamente
mayores (p < 0,01) en casi todas las sesiones de la prueba, salvo la
segunda. . Los animales falsos lesionados lograron evitar el estimulo

aversivo, a partir de la séptima sesion, mientras que los animales
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lesionados no lo aprendieron, llegando apenas a alcanzar una respuesta
maxima del 15,79 % en la décima y ultima sesién de la prueba.

La comparacion de las respuestas obtenidas en esta prueba entre
los grupos con o sin tratamiento con RISP, no mostraron ninguna
diferencia significativa ni en los animales falsos lesionados ni los
lesionados (Figura 18 B). Sin embargo, aunque las diferencias no son
significativas, pueden destacarse algunas tendencias, ya que los animales
falsos lesionados tratados con RISP muestran respuestas ligeramente
menores que las obtenidas en los animales falsos lesionados sin
tratamiento, a partir de la quinta sesion de la prueba. Esta tendencia se
invirtio en el caso de los animales lesionados, exhibiendo respuestas
mayores los animales tratados con RISP en comparacién con los

animales sin tratamiento a partir de la cuarta sesién de la prueba.

124



Resultados

A 100 *
== FL+Veh *

80 | —O—LNHV+Veh

% de evitacion
i!

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sesiones (dias)

100 —o— FL+Veh
90 --....-. FL+Risp
80 —0O— LNHV+Veh
7 «--W-+ LNHV + Risp

=

S 60

=1

s

= 5

P

5]

o 40

=

X 30

Sesiones (dias)

Figura 19. Evitacion Activa. Respuestas de evitacion realizadas por
cada uno de los grupos experimentales durante las 10 sesiones de la

prueba. (A) Efecto de la lesion neonatal del hipocampo ventral en los animales sin
tratamiento (FL+Veh vs. LNHV+Veh). (B) Efecto de la RISP (2 mg/kg/dia) en los
animales falsos lesionados (FL+RISP vs FL+Veh) y los lesionados (LNHV+RISP vs.
LNHV+Veh). * indica las diferencias significativas (p<0,05) que se obtuvieron entre los
animales FL+Veh y LNHV+Veh. No se obtuvo ninguna diferencia significativa en el
efecto de la RISP ni en los animales falsos lesionados (FL+RISP vs. FL+Veh), ni en los
lesionados (LNHV+RISP vs. LNHV+Veh).
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1.3.2. Cruces realizados durante los intervalos entre ensayos

Los resultados de los cruces realizados durante los intervalos
entre ensayos (IEE) mostraron perfiles de respuestas semejantes a los
que se obtuvieron en las respuestas de evitacion.

Los animales sin tratamiento mostraron numeros de cruces IEE
mayores en el caso de los animales falsos lesionados, en comparacion
con los animales lesionados; las diferencias siendo significativas a partir
de la cuarta sesion de la prueba (Fig. 19 A).

De la misma manera, como lo que se observd en las respuestas
de evitacion de los animales frente al tratamiento con RISP, ninguna
diferencia significativa se obtuvo entre los grupos animales sin tratamiento
con sus homoélogos tratados con RISP (Fig. 19 B). La unica excepcion fue
la obtenida en la novena sesion, donde los animales falsos lesionados
tratados con RISP mostraron un numero de cruces IEE ligeramente mayor

en comparacion con los animales sin tratamiento.
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Figura 20. Evitacién Activa. Numero de los cruces realizados durante
los intervalos entre ensayos (IEE) por cada uno de los grupos

experimentales en las 10 sesiones de la prueba. (A) Efecto de la lesion
neonatal del hipocampo ventral en los animales sin tratamiento (LNHV+Veh vs. FL+Veh).
(B) Efecto de la RISP en los animales falsos lesionados (FL+RISPvsFL+Veh) y
lesionados (LNHV+RISPvsLNHV+Veh). * indica las diferencias significativas (p<0,05)
que se obtuvieron en los animales FL+Veh vs. LNHV+Veh. Ningun efecto significativo de
la RISP se obtuvo ni en los animales falsos lesionados (FL+RISP vs. FL+Veh), ni en los
lesionados (LNHV+RISP vs. LNHV+Veh).
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1.3.3. Freezing

La comparaciéon del numero de freezings entre los grupos
animales sin tratamiento mostré un numero de freezings mayor en el caso
de los animales lesionados que en los animales falsos lesionados, en
todas las sesiones de la prueba, siendo significativas las diferencias a
partir de la tercera sesion (Fig.20 A).

Las comparaciones de estos animales sin tratamiento con los
correspondientes tratados con RISP, indicaron un numero de freezings
significativamente mayor en el caso de los animales lesionados sin
tratamiento, que en los animales lesionados tratados con RISP, en la
quinta y la décima sesion de la prueba (p=0,01 en los dos casos). En las
otras sesiones de la prueba, se observé la misma tendencia a partir de la
segunda sesion de la prueba, aunque las diferencias no alcanzaron
significacién estadistica. En cuanto a los animales falsos lesionados
tratados con RISP en comparacion con los animales falsos lesionados sin
tratamiento, estos mostraron un numero de freezings menor entre la
tercera y la sexta sesidn, y a partir de esta ultima sesion, esta tendencia
se invirtid6 mostrando valores mayores, aunque las diferencias entre
ambos grupos no alcanzaron significacion estadistica en ninguna de las

sesiones de la prueba. (Fig. 20 B).
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Figura 21. Evitacién activa. Valores de freezings realizados por cada
uno de los grupos experimentales durante las 10 sesiones de la
prueba. (A) Efecto de la lesion neonatal del hipocampo ventral en los animales
tratados con vehiculo (LNHV+Veh vs. FL+Veh). (B) Efecto de la RISP en los animales
falsos lesionados (FL+RISPvsFL+Veh) y los lesionados (LNHV+RISPvsLNHV+Veh).* y #
indican respectivamente las diferencias significativas (p<0,05) obtenidas en los animales
FL+Veh vs. LNHV+Veh, y los animales LNHV+ Veh vs. LNHV+RISP.
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1.3.4. Defecacion

Los animales falsos lesionados sin tratamiento mostraron
numeros de defecaciones decrecientes a lo largo de las sesiones de la
prueba, mientras que los animales lesionados sin tratamiento indicaron
nameros de defecaciones bastante estables, alrededor de 4
defecaciones/dia, en todas las sesiones (Fig. 21 A). Las comparaciones
entre ambos grupos muestran que las diferencias alcanzaron la
significacién estadistica unicamente en la décima y ultima sesién de la
prueba (p = 0,01).

Los animales falsos lesionados tratados con RISP y los animales
falsos lesionados sin tratamiento mostraron numeros de defecaciones
similares, pero decrecientes a lo largo de las sesiones, siendo las
comparaciones entre ambos grupos, no significativas en todas las
sesiones de la prueba. En el caso de los animales lesionados, las ratas
tratadas con RISP, en comparacién con las ratas sin tratamiento,
mostraron un mayor grado de defecaciones en las 4 primeras sesiones,
marcando una diferencia significativa en la segunda sesion (p= 0,01), y
disminuyendo a partir de la séptima sesidén, aunque sin alcanzar

significacion estadistica en ninguna de estas sesiones (Fig. 21 B).
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Figura 22. Prueba de evitacion activa: cuantificacion de las
defecaciones realizadas por cada uno de los grupos experimentales
durante las 10 sesiones de la prueba .(A) Efecto de la lesién neonatal del
hipocampo ventral en los animales sin tratamiento (LNHV+Veh vs. FL+Veh). (B) Efecto
de la RISP en los animales falsos lesionados (FL+RISPvsFL+Veh) y los lesionados
(LNHV+RISPvsLNHV+Veh).* y # indican respectivamente las diferencias significativas
(p<0,05) que se obtuvieron en los animales FL+Veh vs. LNHV+Veh, y los animales
LNHV+ Veh vs. LNHV+RISP.
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2. Resultados del estudio morfolégico

21. Extensidon y localizacion de las lesiones

Una vez completados los estudios comportamentales, los
animales fueron procesados para el estudiar la caracteristicas
morfoldgicas y funcionales de las lesiones, aplicando técnicas histologicas

convencionales y métodos inmunohistoquimicos.

La lesidén bilateral del hipocampo ventral se verifico con la tincién
de Nissl de las secciones del hipocampo de los animales lesionados vy
falsos lesionados. Como se muestra en la figura 22, en el hipocampo
ventral (CA1, CA2 y algunos CA3) y el subiculum ventral de los animales
lesionados, se observd pérdida neuronal bilateral, atrofia, retraccion del
hipocampo, y algunas veces cavidades, alteraciones que no se

observaron en los animales falsos lesionados.

En el estudio, se tuvieron en cuenta sélo los datos provenientes
de los animales que presentaron lesiones unicamente en el hipocampo
ventral, y que no se extendieron a las areas adyacentes, como las
regiones dorsales del hipocampo, el talamo o la amigdala. Los animales
con un grado de lesién insuficiente o demasiado extensa fueron

desechados y por tanto, excluidos del estudio.
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Figura 23: Secciones coronales tefiidas con Nissl, representativas de la regién
del hipocampo ventral de una rata falsa lesionada y de una rata LNHV. Las
flechas indican el area de la pérdida celular. Se aprecia la clara alteracion
estructural del hipocampo provocada por la lesién, tanto en celularidad como en
grosor.

2.2. El grosor de la corteza

La comparacion del grosor de la CPFm prelimbica de los animales
sin tratamiento no mostré ninguna diferencia significativa entre los
animales lesionados y falsos lesionados. Las comparaciones de los
resultados obtenidos en estos grupos, con los grupos correspondientes
tratados con RISP tampoco mostraron diferencias significativas, ni en los
animales falsos lesionados ni en los lesionados (Fig. 23). Sin embargo,
hay que resaltar que en el caso de los animales sin tratamiento, los
animales lesionados presentaron un grosor ligeramente mayor de la
corteza que los animales falsos lesionados, sin llegar a tener significacion
estadistica.

Los animales lesionados tratados con RISP presentan una

disminucion en el grosor de la CPF en comparacion con los animales
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lesionados sin tratamiento. Los animales falsos lesionados tratados con
RISP, por el contrario, presentan un aumento del grosor en comparacion

con los animales sin tratamiento.
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Figura 24. Representacion grafica del grosor de la region prelimbica

de la CPFM de cada uno de los grupos experimentales (media *

ESM). Las curvas indican las tres medidas realizadas (medial, dorsal y ventral) en
cada uno de los tres niveles en el plano rostro-caudal. No se han obtenido diferencias
significativas en ninguna de las comparaciones.

2.3. Recuento celular

El recuento neuronal se realizO sobre las preparaciones
inmunotefidas para la visualizacion de la GFAP, c-Fos, PV, CaBP. El
analisis estadistico de los datos del recuento celular no mostré diferencias
significativas entre los grupos del estudio para todos los marcadores
inmunohistoquimicos utilizados (Fig. 24). Sin embargo, hay que destacar

que el numero de células observado en los animales tratados con RISP
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(lesionados y falsos lesionados), fue ligeramente mayor para todos los

marcadores inunohistoquimicos utilizados.

FAP

_aBP

Figura 25. Imagenes del procesado de tejido para distintas tinciones
empleadas
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Figura 26. Numero medio de células obtenidas en la regién
prélimbica de la CPFM en cada uno de los grupos experimentales,
para los diferentes marcadores inmunohistoquimicos utilizados.

GFAP (proteina fibrilar acida glial), Fos, PV (parvoallbumina) CaBP
(calbindina D28k)
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3. Resultados de la expresion genética de los receptores

dopaminérgicos D2, serotoninérgicos 5-HT2A

En un primer paso, extrajimos ARN y comprobado su pureza,

utilizando un bioanalizador (Agilent 2100), realizando a continuacién la

retrotranscripcién de los RNA mensajeros (sintesis de cDNA) utilizando 1

Mg de RNA total de tejido, con el kit “ImProm-IITM Reverse Transcripcion

System”. Para comprobar que la sintesis de cDNA se realizé con éxito y
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Figura 27. Estandarizacién de RT-

PCR de genes a estudiar
muestras controles

poder realizar los controles

estandar para cuantificar la
expresion, hemos realizado como
control la amplificacion por PCR de
cDNA

tres genes

tres  fragmentos de
correspondientes a

“house keeping”:

* a-actina de rata (GenBank, N°
NM_031144), el cual se
expresa constitutivamente y a
niveles de expresion
aproximadamente iguales en
todos los tejidos

* una enzima de la dlicolisis,
que es un gen constitutivo de
todas las células
(gliceraldehido 3-P-
deshidrogenasa-GADPH)

* gen de la proteina ribosémica
L19 (RPL19).
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Los resultados observados en la figura anterior, demuestran cémo
en corteza e hipocampo de animales controles hay expresion de los
genes a estudiar.

Para poder llevar a cabo los analisis cuantitativos del nivel de
expresion de los genes mencionados en las distintas condiciones (falso
lesionado vs. falso lesionado +risperidona, lesion y/o lesidén+risperidona),
procedimos a optimizar las condiciones adecuadas de PCR para cada
uno de estos genes, esto es, hemos determinado las condiciones de
temperatura de anillamiento, concentracién de magnesio y cebadores, asi
como la eficiencia de los primers, lo que es lo mismo, determinamos la
pendiente en la recta patron de cada pareja de primers-gen utilizando los
estandares de las PCR cuantitativas (QPCRs).

Los resultados de la expresion génica de receptores
dopaminérgicos D, serotoninérgicos 5-HT,a, presentados en las figuras
26 y 27, mostraron que los animales lesionados experimentan un
descenso drastico en los niveles de expresion del receptor D, y de
serotonina 5-HT,a en la corteza prefrontal (p < 0.001 en los dos casos),
mientras que en el hipocampo de estos mismos animales, soélo es
significativo el descenso en la expresién de D2 (p < 0,001). Los niveles de
expresion del receptor 5-HT,a son muy variables en esta estructura,
tendiendo a incrementarse en relacion a los falsos lesionados.

La RISP incrementa también significativamente la expresion del
receptor D2 y 5-HT2a en la corteza de los animales lesionados (p < 0.001
en los dos casos) y la disminuye en los falsos lesionados. En el

hipocampo, sin embargo, no se aprecia un efecto notable del farmaco en
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los animales lesionados sobre la expresidon de D, y 5-HT2a; solo se
encuentran cambios significativos en los falsos lesionados, donde
disminuye significativamente la expresién del receptor D, tras el
tratamiento farmacologico (P<0,001).

NIVEL DE EXPRESION DEL RECEPTOR D, EN EL
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Figura 28: Nivel de expresion del receptor dopaminérgico D, en el
hipocampo (A) y en la corteza prefrontal (B). * (p<0,05) indica Ila
diferencia significativa entre los animales falsos lesionados y lesionados
sin tratamiento (FL+Veh vs LNHV+Veh), y # (p<0,05) la diferencia entre
animales sin / con tratamiento.
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Figura 29: Nivel de expresién del receptor serotoninérgico 5-HT2a en
el hipocampo (A) y en la corteza prefrontal (B). *(p<0,05) indica la
diferencia significativa entre los animales falsos lesionados y lesionados
sin tratamiento (FL+Veh vs LNHV+Veh), y # (p<0,05) la diferencia entre
animales sin / con tratamiento.
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4, Resultados del estudio bioquimico

4.1. Niveles plasmaticos de risperidona

Las mediciones por HPLC de los niveles de RISP y su metabolito,
9-OH-RISP, en las muestras de plasma de los animales indicaron
respectivamente concentraciones medias de 4,17 (£1,53) y de 17,27
(£5,19) ng/mg, con una concentracion total (RISP + 9-OH-RISP) de 21,43
(x 6,73) ng/mg. Estas mediciones se hicieron en 7 animales elegidos
aleatoriamente entre los animales lesionados y falsos lesionados, tratados

con RISP.

4.2. Efecto sobre la actividad lipolitica

4.2.1. Efecto de risperidona sobre el peso de los animales

Los datos que se registraron durante el estudio conductual,
permitieron disponer de una informacién sobre la evolucion de los pesos
de los grupos experimentales a lo largo del periodo del estudio. Los pesos
se midieron en tres ocasiones, P56, P70 y P84, correspondientes a los
dias postnatales de los animales en que se hicieron las medidas del RAS
y de la IEP. El analisis de estos datos indico que los animales sin
tratamiento, falsos lesionados y lesionados, no mostraron ninguna
diferencia significativa en ninguno de los tres periodos de mediciones

(206,60 = 1,89; 258,25 + 2,36 y 336,81 + 2,08 VS. 199,91 + 2,63; 262,17 *
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3,56 y 341,33 + 5,04, respectivamente en los animales sin tratamiento,

falsos lesionados vs. lesionados a los DP56, 70 y 84).

Las comparaciones de los pesos de estos grupos animales sin
tratamiento con sus correspondientes grupos tratados con RISP, indicaron
que los animales tratados, falsos lesionados y lesionados, tienen pesos
significativamente mayores en P56 y P70 (respectivamente, p= 0,01; 0,01;
0,01 y 0,01) en los animales FL+Veh vs. FL+RISP y LNHV+Veh vs.

LNHV+RISP), mientras que en P80, la diferencia no son significativas).

380
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2 + —O—FL+Veh
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260 i XY T FL+R|Sp
& == LNHV+Veh
220 # ..".. LNHV+R|Sp
180
56 70 84

Dias postnatales

Figura 30. Curva ponderal de los grupos experimentales a lo largo del
experimento. Se determina el peso de los animales en los dias
postnatales 56, 70 y 84.

142



Resultados

4.2.2. Efectos de la risperidona sobre la adiposidad

Pesamos los paquetes de grasa perirrenal y epididimaria, y los
expresamos como porcentaje del peso graso en relacién al peso corporal
total. Estas medidas se realizaron después de 65 dias con (2,1% indice
resultante) o sin tratamiento con risperidona (1,5% indice resultante).
Unicamente, determinamos la adiposidad en ratas falsas lesionadas, para
poner de manifiesto el efecto del antipsicético sin la interferencia de los
posibles efectos provocados por la lesidn. Aunque se evidencia un
aumento en la adiposidad en las ratas tratadas con risperidona, éste no

es significativo.

Media del peso de grasa
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Figura 31. Media del peso de los paquetes grasos perirrenal vy
epididimario, expresado como % de peso corporal total en ratas falsas
lesionadas, tratadas o sin tratar con RISP (2 mg/kg/dia).
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4.2.3. Efecto de la administracion cronica de Risperidona sobre el
tamano de los adipocitos, en ratas falsas lesionadas.

Los resultados obtenidos en cuanto al area, diametro y perimetro

de los adipocitos aislados procedentes de animales falsos lesionados

(Fig.30), nos muestran un ligero incremento en el tamafio de en los

animales tratados con risperidona.

AREA PERIMETRO | DIAMETRO |n‘adipocitos
617601 =
a. Controles 167424 28032 +3625 | 8795+11,54 800
7178,71 +
a. Tratados 157678 31442 +3849 | 100,13+ 11,58 800

Figura 32. : Observacion en fresco (imagen invertida) y morfometria de
adipocitos aislados procedentes de animales falsos lesionados tratados o
no con risperidona (2 mg/kg/dia) durante 65 dias.
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4.2.4. Efecto de distintos farmacos sobre la actividad lipolitica, en
ratas con/sin tratamiento crénico con Risperidona.

Para el estudio metabdlico en este trabajo, hemos seleccionado
los grupos experimentales, de falsas lesionadas y lesionadas, a las que
se administro por via oral RISP (2 mg/kg/dia).

Las ratas lesionadas muestran una lipdlisis basal
significativamente inferior a las ratas falsas lesionadas (0,21 vs. 0,77
pmoles de glicerol).

Sobre la lipdlisis basal de ratas falsas lesionadas y lesionadas,
que han sido tratadas con RISP, el efecto de los 3 antipsicéticos
ensayados (haloperidol —HAL-; risperidona- RISP: opipramoi —OPI-) Oes
el siguiente (Fig. 31): los pmoles de glicerol liberados en presencia de la
HAL, RISP y OPI en las ratas FL s son respectivamente de 0,62; 0,62 y
0.63; y en las ratas lesionadas de 0,29; 0,27 y 0,29. Ninguno de los
antipsicoticos produce modificaciones significativas de la lipdlisis basal en
las ratas tratadas con RISP.

En el grupo de ratas falsas lesionadas (Fig. 30), ni HAL (1,85) ni
RISP (2,29), modifican significativamente la lipdlisis estimulada por
forskolina (2,10), frente a una disminucion de la lipdlisis estimulada por
isoprenalina (2,57) por parte del HAL (1,87), que no se produce con la
RISP (2,51).

En las ratas lesionadas (Fig. 31), HAL (1,63) y RISP (1.95),
disminuyen significativamente la lipdlisis estimulada por forskolina (2,38),

y la lipdlisis estimulada por isoprenalina (2,63) [HAL (1,94), RISP (2,21)].
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Figura 33. Efecto sobre la lipdlisis basal de la administracion aguda de
diferentes compuestos: Haloperidol (Hal 0,1mM), Risperidona (Ris
0,01mM), Opipramol (Opi 0,1mM) en ratas FL y LNHV a las que se les
ha administrado RISP via oral durante 65 dias). Los resultados se
expresan como porcentaje de la lipdlisis basal en FL y LNHV,
considerando la lipdlisis basal = 100%. (*)p<0,05.
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Figura 34. Efecto sobre la lipdlisis basal de 2 estimulantes lipoliticos:
Forskolina (FK 0,01mM) e lIsoprenalina (ISO 0,01 uM) en ratas FL y
LNHV, a las que se les ha administrado Risperidona via oral durante 65
dias. Los resultados se expresan como pmoles de glicerol liberados por
100 mg de lipidos durante 90 minutos (*)p<0,05
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Figura 35.Efecto de Haloperidol (Hal 0,1 mM) y Risperidona (Ris 0,01mM)
sobre la lipdlisis estimulada por Forskolina (FK 0,01mM) e Isoprenalina
(Iso 0,01uM), considerando la lipdlisis basal = 100%. Los animales son
ratas falsas lesionadas (FL) que han recibido RISP via oral durante 65

dias. (*) p<0,05.

148



Resultados

Ratas LNHV
350 4
*
Obasal

300 -

* I BFK 0,01mM
250 -

] OFK+Hal 0,1mM

200 - BFK+Ris 0,01mM

150 - / Bis0 0,01uM
100 I Z Olso+Hal0,1TmM

% Lipolisis
—

Olso+Ris 0,01mM
50 -

Figura 36. Efecto de Haloperidol (Hal 0,1 mM) y Risperidona (Ris
0,01mM), sobre la lipdlisis estimulada por Forskolina (FK 0,01mM) e
Isoprenalina (Iso 0,01uM), considerando la lipdlisis basal = 100%. Los
animales son ratas lesionadas (LNHV) que han recibido RISP via oral
durante 65 dias. (*) p<0,05.
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Discusion

Hemos realizado lesiones en el hipocampo ventral en ratas
neonatas para obtener un modelo animal de esquizofrenia experimental
(EE), administrando a parte de estos animales un neuroléptico atipico,
risperidona, 65 dias. Hemos evaluado los cambios conductuales a lo largo
del experimento, comprobando que las ratas operadas tienen
hiperactividad locomotora y exploratoria, menor capacidad de aprendizaje,
menor IEP y muestran un mayor nerviosismo; estos dos ultimos aspectos
revierten con el tratamiento con risperidona.

Al sacrificar a los animales, comprobamos que nuestro modelo de
EE presenta un descenso en los receptores dopaminérgicos D, tanto en
corteza prefrontal como en hipocampo, y un descenso de los
serotoninérgicos 5-HT,a en la corteza prefrontal, que mejoran con la
administracién de risperidona. En el hipocampo, también se encuentran
disminuidos los niveles de receptores dopaminérgicos, mejorando
también con el tratamiento farmacolégico. Finalmente, nuestro modelo

presenta alteraciones metabdlicas, con un incremento en la lipdlisis basal.

1. Consideraciones metodolégicas

1.1. Eleccién del animal de experimentacion

En este estudio elegimos como animal de experimentacion ratas
de la cepa Wistar (Rattus norvergicus), ya que hemos realizado estudios
previos en nuestro laboratorio sobre la administracion crénica de RISP en

ratas sanas, y disponemos de una amplia base de datos sobre IEP en
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esta misma cepa (Castellano y cols., 2009). Ademas, la cepa Wistar es
uno de los animales mas utilizados en otros laboratorios para estudios de
la IEP (Koch, 1996; Lehmann y cols., 1999) y otros estudios conductuales
(Weiss y Feldon, 2001; Dalley y cols., 2004;). Por otra parte, nuestro
grupo de Neurobiologia de la Audicién cuenta con una gran experiencia
en el estudio neuroanatdomico del cerebro de la rata, desarrollado en esta
especie (Merchan y cols., 1988; Saldafia y Merchan, 1992; Lépez y cols.,
1999; Malmierca, 2003;). Otras ventajas, como el bajo coste y la gran
facilidad de manejo, hacen que la rata albina sea el animal experimental
idéneo para este estudio.

En este estudio, se utilizaron unicamente ratas machos, ya que
las hembras presentan variaciones conductuales dependientes del ciclo
hormonal. Se sabe que las hembras muestran una mayor actividad
motora durante el periodo de celo, lo que podria alterar nuestros
resultados conductuales (Santacana, 1978; Black y cols., 1998; Silva-
Gomez y cols., 2003). Ademas, se ha comprobado que las distintas fases

del ciclo hormonal alteran la IEP (Swerdlow y cols., 1993).

1.2. Eleccién del periodo lesional

El desarrollo cerebral de los mamiferos esta caracterizado por
diferentes procesos, que incluyen la proliferacion y diferenciacién celular,
asociados a fendmenos que participan en la elaboracion de las redes

neuronales, y que favorecen el crecimiento neuronal y la formacién de las
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sinapsis. Al contrario del ser humano, en el que estos procesos tienen
lugar desde el estado fetal y siguen después del nacimiento, el desarrollo
del cerebro de la rata empieza lentamente antes del nacimiento, y las
principales etapas ocurren durante las primeras semanas postnatales. De
forma esquematica, existen dos etapas principales en el desarrollo
posnatal de la CPF de la rata. La primera empieza desde el nacimiento
hasta el DP 18; y estd dominada por fenbmenos de intensa diferenciacion
neuronal y la morfogénesis, y por la progresiva formacion de las capas
corticales (Van Eden y Uylings, 1985). Por otra parte, este periodo se
caracteriza por cambios profundos de la conectividad, incluyendo
procesos de sinaptogénesis, de crecimiento axonal y de la estabilizacion
de las conexiones sinapticas (Nieto Sampedro y cols., 1985). Es durante
la primera semana postnatal, cuando se termina la organizacion
topografica de las proyecciones dopaminérgicas mesocorticales sobre las
diferentes capas de la CPF (Kalsbeek y cols., 1988), y es cuando las
fibras talamocorticales establecen contactos sinapticos con las neuronas
piramidales de la CPF (Van Eden, 1986). Al DP18, se considera que las
caracteristicas citoarquitecténicas globales de la CPF estan adquiridas. La

segunda fase del desarrollo de la CPF (DP 18 - 90) se caracteriza
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principalmente por una extensién volumétrica de la estructura asociada
con los procesos de estabilizacion sinaptica. Estos datos sugieren que las
alteraciones tempranas del desarrollo de la CPF, especialmente durante
la primera semana postnatal, podrian tener repercusiones mayores sobre
la organizacion celular de la CPF, sobre el establecimiento de las
conexiones sinapticas intracortical y sobre la topografia de las
proyecciones aferentes y eferentes a la CPF. Se considera por analogia
ontogénica, que la primera semana de vida postnatal de la rata
corresponde al segundo semestre de la gestacion en el hombre (Bayer y
cols., 1980), considerado como un periodo critico en el desarrollo,
caracterizado por una elevada vulnerabilidad ante los cambios que

pueden conducir a la aparicion futura de la esquizofrenia.

1.3. La eleccion de los falsos lesionados en lugar de los controles

En un estudio reciente de nuestro laboratorio (Gomes-Moscoso y
cols, 2009), se ha mostrado que no hay diferencia entre los grupos de
animales que reciben agua normal con una solucién del vehiculo, por esa
razon, en este estudio, los grupos que han recibido el vehiculo son

utilizados como controles.
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1.4. La eleccion de la dosis y la via de administracion de la

risperidona

Uno de los elementos novedosos de este estudio es la forma y via
de administracion del farmaco, que nos permite eliminar las desventajas
que suponen otras formas de administracion, especialmente cuando se
trata de administraciones prolongadas, y de estudios conductuales.
Utilizamos la via oral para la administracion del tratamiento, y en concreto
el agua de bebida, habiéndose demostrado ampliamente que es una
forma segura de administracion del farmaco, y que proporciona niveles
plasmaticos del mismo adecuados y mantenidos (Tamminga y cols., 1990;
Kaneda y cols., 1992; Roberts y cols., 1995, 2002; Kelley y cols., 1997;
Gao y cols., 1997, 2005; Roberts 2001; Roberts y Lapidus 2003; Sakai y
cols., 2001a, b; Kelley y Roberts 2004 ;). El farmaco se mantiene estable
en el agua durante un periodo minimo de 96 horas, a temperatura
ambiente.

Datos recientes de nuestro laboratorio (Moscoso y cols, 2009),
demuestran que no hay diferencias entre los grupos de animales que
reciben agua corriente séla o con una solucion del vehiculo, por lo que, en
este estudio, los grupos que han recibido el vehiculo son utilizados como
controles. Hemos trabajado con una dosis de RISP, que fué elegida
basandonos en la literatura (Hertel y cols., 1996, 1998; Ichikawa y cols.,
1998; Ichikawa y Meltzer, 2000; Terry y cols. 2005, 2007; Zhang y cols.,

2007). y en nuestros propios resultados (Castellano y cols., 2009;
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Moscoso y cols., 2009;). Los estudios con RISP en animales abarcan
dosis muy diversas, desde 0,1 a 2 mg/kg. Aunque, es dificil extrapolar
dosis del humano al animal, se asimila que dosis de 6 a 8 mg/dia en
humanos, efectivas en la mayoria de los pacientes para el tratamiento de
los sintomas psicoticos sin induccion de sintomas extrapiramidales
(Marder y Meibach, 1994), pueden ser equivalentes a dosis alrededor de
2 mg/dia en animales (Broderik y cols., 2003). Asimismo, la dosis utilizada
por nosotros, fue elegida para conseguir, in vivo, niveles de ocupacién del
receptor D2 en un rango del 65-80% (Barth y cols. 2006; Kapur y cols.,

2003) comparables a los terapéuticamente relevantes.

2. El estudio conductual

La inhibicién por estimulo previo

Nuestros resultados no mostraron ningun efecto significativo
inducido por la lesién hipocampal en la IEP, aunque los valores
encontrados eran menores que los usados como controles. Tampoco el
antipsicotico administrado modifico significativamente los valores de la
IEP, aunque tendié a aumentar ligeramente estos valores, tanto en los
animales lesionados (LNHV) como en los falsos lesionados. Estas
respuestas se obtuvieron en los tres periodos de medicion de la IEP.
Aunque la comparacion longitudinal de los valores de la IEP a lo largo de

estos tres periodos, tampoco mostré diferencias significativas, estos

157



Discusion

valores mostraron una tendencia a aumentar en la décima semana de
edad de los animales (después de 35 dias de tratamiento con la RISP), , y
a volver a disminuir 2 semanas después, en la duodécima semana, tras
50 dias de tratamiento.

Estos resultados, concuerdan con los obtenidos previamente en
nuestro laboratorio (datos no publicados) que mostraron que los valores
de la IEP aumentan drasticamente a las 12 semanas de edad de las ratas
y vuelven a caer después con el avance en la edad. Razén por la cual, se
eligié esta edad para valorar la IEP de los animales de nuestro estudio, y
de esa forma evaluar el efecto de la RISP sobre la LNHV en las ratas en
un periodo critico de evolucion de los valores de la IEP. Queda por
dilucidar si se trata de un efecto de la edad o de la RISP.

Los resultados del efecto de la RISP, al mostrar una tendencia a
aumentar los valores de la IEP de los animales falsos lesionados, son
también consistentes con resultados recientes de nuestro laboratorio
(Castellano y cols., 2009). Estos resultados indicaron que la
administraciéon crénica de la RISP tendié a aumentar la IEP de las ratas
sanas, aunque la dosis utilizada en este trabajo era baja (1mg/kg/dia x 70
dias), en comparacion con la que hemos utilizado en nuestro estudio.
Resultados similares fueron obtenidos en otros estudios previos que
demostraron también un aumento de la IEP por la RISP en ratas sanas

(Varty y cols., 1999; Depoortere y cols., 1997; Keith y cols., 1991), aunque
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otros no observaron ninguna modificacion de los niveles basales de la IEP
por este farmaco (Terry y cols., 2005).

Por otra parte, en relacion con los animales lesionados (LNHV),
estudios previos indicaron que estas ratas en la edad adulta muestran
déficits en la IEP, similares a los observados en los pacientes
esquizofrénicos (Braff y cols., 1978; 1992; Bolino y cols., 1994; Perry y
Braff 1994; Lipska y cols., 1995b; Swerdlow y cols., 1995; Kumari y cols.,
2000; Parwani y cols., 2000; Le Pen y cols., 2000; Le Pen y Moreau,
2002; ;; Ruetery cols., 2004).

La lesion del hipocampo ventral afectaria el desarrollo de la
corteza prefrontal y de otras estructuras subcorticales que participan en la
modulacién de la IEP, lo que comprometeria su funcion reguladora
(Saunders y cols., 1998).

No hemos encontrado ninguna modificacion de la respuesta de
sobresalto, lo que estd de acuerdo con estudios previos de Lipska y cols.
(1995) en ratas LNHV, que no mostraron ninguna modificacién del RAS
en estos animales.

En nuestro estudio unicamente encontramos un leve deterioro de
la IEP en ratas lesionadas (alrededor del dia 21), aunque no es
significativo y no se correlaciona con los distintos prepulsos utilizados,
como sefalan otros autores (Daenen y cols., 2003)

En la literatura se describen la ausencia de modificaciones en la

IEP de los animales lesionados, especialmente cuando las lesiones
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hipocampales se realizan en ratas adultas (Swerdlow y cols.,1995). Sin
embargo, las lesiones combinadas de CPF medial e hipocampo en
adultos, si alteran el comportamiento por afectacion del sistema
dopaminérgico mesolimbico (Lipska et al., 1994).

Le Pen y cols., mostraron que los déficits de la IEP inducidos por
la lesidon neonatal en hipocampo son total o parcialmente revertidos por
los antipsicoticos atipicos como la RISP, la clozapina, o la olanzapina.
Rueter y colaboradores, indicaron que la administracién crénica de RISP
(0,1 mg/kg/dia x 23 dias) y clozapina (2,5 mg/kg/dia x 23 dias) atenua
significativamente los déficits de la IEP que resultan de la lesion de la
rata (Rueter y cols., 2004). Otros estudios con dosis agudas de RISP (0,1-
1 mg/kg) y clozapina (12-20 mg/kg) redujeron también los déficits de la
IEP (Le Pen y Moreau, 2002). Datos similares fueron hallados en otros
estudios con otros modelos animales de esquizofrenia

En relacion a los efectos de los antipsicoticos tipicos, los
resultados son contradictorios, ya que algunos investigadores encuentran
que el haloperidol antagoniza estos déficits (Geyer y cols., 1993; Varty
and Higgins 1995; Bakshi y cols., 1998; Bakshi y Geyer 1999, Ellenbroek
y cols., 1998), frente a otros autores (Le Pen y cols., 2002), que no
pueden demostrar cambios por haloperidol en la IEP inducida por la
lesion.

Estos estudios estan de acuerdo con los datos clinicos obtenidos

en pacientes esquizofrénicos. De hecho, diversos estudios mostraron una
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alteracion sensoriomotora en los pacientes esquizofrénicos (Perry y Braff,
1994; Kumari y cols., 2000; Parwani y cols., 2000; Braff y cols., 2001;
1992; 1978), que respondié mejor a los antipsicéticos atipicos (Kumari y
cols., 1999; Kumari y Sharma, 2002; Leumann y cols., 2002; Oranje y
cols., 2002; Molina y cols., 2003; Molina y cols., 2005; ;), que a los
antipsicaoticos tipicos (Braff y cols., 1978; Braff y Geyer, 1990; Bolino y
cols., 1992; Braff y cols., 1992; Grillon y cols., 1992).

Todos estos datos apoyan la idea de que los antipsicéticos
atipicos, y no los tipicos, son capaces, en cierta medida, de invertir los
déficits de la IEP observados en la ratas LNHV, lo que sugiere que estos
déficits pueden estar particularmente relacionados con alguna de las
propiedades fundamentales vinculadas con los antipsicoticos atipicos. Es
posible que para revertir los déficits de la IEP, los antipsicéticos atipicos
interaccionen en la region neuronal afectada por la lesion a través de
receptores 5HT-2A, a2 o H1, distintos a los dopaminérgicos,
antagonizados principalmente por haloperidol.

Los antipsicéticos atipicos, denominados a veces antagonistas
serotonin-dopaminérgicos por su accion anti 5HT,a/D,, ejercen su accion
antipsicotica a través de la modulacion de la accion D2, mediante un
efecto compensador sobre otros sistemas  (serotoninérgico,
glutamatérgico y a1-adrenérgico), que va encaminada a bloquear la
transmision dopaminérgica en las areas limbicas e incrementarla en las

corticales.
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En este sentido, otros estudios han mostrado que las alteraciones
de la IEP inducidas por las infusiones intraventriculares del NMDA,
antagonista del receptor glutamatérgico, en el hipocampo y el subiculum,
son antagonizadas por la administracion sistémica de la clozapina pero no
por la de haloperidol (Wan y cols., 1998; Zhang y cols., 1999).

Otros estudios mostraron que la clozapina, la olanzapina o la
RISP, al contrario del haloperidol, atenuaron en ratas el déficit de la IEP
inducida por la PCP, otro antagonista glutamatérgico (Keith y cols. 1991;
Bakshi y cols. 1994; Bakshi y Geyer 1995; Varty y Higgins 1995;
Swerdlow y cols. 1996; Yamada y cols. 1999). Yamada y cols.
demostraron que la capacidad de estos farmacos para revertir la
alteracion de la IEP inducida por la PCP esta correlacionada con su
afinidad por los receptores 5SHT-2A y no por los receptores D2 (Yamada y
cols., 1999), de acuerdo con la hipotesis que estipula que la serotonina (a
través de los receptores 5SHT-2A) y el Glutamato podrian interactuar en la
modulacién de la IEP (Varty y cols., 1999). Estos datos sugieren que el
déficit de la IEP inducido por la lesidén podria resultar de una alteracion del
funcionamiento del sistema glutamatérgico que podria ser antagonizado
potentemente por los antipsicoticos atipicos. Esta hipotesis cuenta
también con el apoyo de varios resultados obtenidos en las ratas LNHV.
De hecho, un hipo-funcionamiento del sistema glutamatérgico ha sido
observado en el hipocampo y la CPF de las ratas LNHV (Schroeder y

cols. 1999). Por otra parte, se ha demostrado que las ratas LNHV son
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hipersensibles a los antagonistas del receptor GLU, como el caso del MK-
801 (Lillrank y cols., 1996; Al-Amin y cols., 2000, 2001) y la PCP (Hori y
cols., 2000; Kato y cols., 2000).

Desde un punto de vista anatémico, los déficits de la IEP en las
ratas adultas lesionadas en el HV, no se han correlacionado con
alteraciones morfolégicas hipocampales (Swerdlow y cols., 1995 vy
Swerdlow y cols., 2000), lo que sugiere que la LNHV puede afectar
sustratos anatomicos de la IEP distintos del hipocampo, como la CPFM o
el NAcc. Estas dos estructuras estan involucradas en los circuitos de la
inhibicion prepulso (Swerdlow y cols., 2001), y ambas reciben
proyecciones directas de GLU a partir del HV (Brog y cols., 1993, Fink

1993, Groenewegen y cols., 1987 y Jay y cols., 1996).

Campo abierto

Nuestros resultados mostraron una mayor actividad horizontal
total de los animales LNHV, en comparacién con los falsos lesionados.
Esta hiperactividad de los animales LNHV, sin embargo no se revierte por
tratamiento con la RISP, y al contrario de lo esperado, mostré6 una
tendencia al aumento. La actividad de los animales falsos lesionados
tampoco respondié al tratamiento con la RISP, aunque se observd una
tendencia a la reduccion, al contrario de lo que se obtuvo en los animales

LNHV. Los resultados de las actividades horizontales externas e internas,
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las dos variantes de la actividad horizontal total, indicaron que los
animales, tanto LNHV como falsos lesionados, sin y con tratamiento,
mostraron actividades externas mayores en comparacién con las
actividades internas. Ademas, siempre en relacion con estas dos
actividades, se observé que la actividad externa de los animales LNHV ha
sido significativamente mayor que la de los animales falsos lesionados, y
la misma tendencia se obtuvo en la actividad interna, aunque las
diferencias en este caso no han sido significativas. El tratamiento con la
RISP tampoco afecté de manera significativa estas dos actividades,.
Nuestros resultados mostraron una tendencia de los animales LNHV a
tener una mayor actividad vertical (rearing), que la de los animales falsos
lesionados. El tratamiento con RISP aumenté significativamente esta
actividad en los animales LNHV, y la misma tendencia se observo en los
falsos lesionados, aunque sin diferencias significativas. Por otra parte, los
resultados de las actividades de aseo y movimientos orofaciales
(grooming), mostraron que los animales LNHV tenian un numero de
groomings significativamente menor que el de los animales falsos
lesionados. Esta actividad aumentoé significativamente por el tratamiento
con RISP en los animales LNHV, mientras que este mismo tratamiento no
mostré ningun efecto en los animales falsos lesionados.

De acuerdo con nuestros resultados de la actividad horizontal
total, estudios previos mostraron también una hiperactividad locomotora y

exploratoria de los animales LNHV, en la fase de post-pubertad, en
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comparacién con los animales controles (Lipska y cols., 1993; 1994;
Lipska y Weinberger, 1994; Wan y cols., 1996; Sams-Dodd y cols., 1997;
Black y cols., 1998; Le Pen y cols., 2000; Silva-Gomez y cols., 2003;
Wood y cols., 2003; Alquicer y cols., 2004; Flores y cols., 2005, Richtand
y cols., 2006 y Endo y cols, 2007, Berg y cols., 2008; Beninger y cols.,
2009). Aunque la mayoria de estos estudios se llevaron a cabo con la
cepa Sprague-Dawley, un estudio similar con la cepa Wistar, la misma
cepa que se utilizd en nuestro estudio, mostré también que las ratas
LNHV desarrollaron una hiperactividad postpuberal, en comparacién con
los animales controles (Daenen y cols., 2002).

Nuestros resultados de las actividades horizontales internas y
externas, también coinciden con los resultados de otros estudios previos
que mostraron la consistencia del comportamiento de tigmotaxia de los
animales en la prueba del CA (Santacana, 1978; Russell, 1979; Crawley,
1985; Calatayud y Belzung, 2001; Crusio, 2001; Boissy y cols., 1995;
Blois-Heulin y Belzung, 1995; Ramos y cols., 2003; Prut y Belzung, 2003).
De hecho, los animales confrontados a una situacion de estrés en un
ambiente desconocido, iluminado y rodeado de paredes, tienden a
permanecer en la periferia del campo (zonas externas del aparato), el
cuerpo casi siempre en contacto con las paredes, evitando la zona de
eversion (zonas internas del aparato). Por esa razéon, y de manera
indirecta, se considera que el tiempo pasado, o el numero de cuadros

visitados, en la zona central del aparato es indicativo del nivel de
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ansiedad del animal (Hall y cols., 1998; Ramos y cols., 1998; Korte y
cols., 2001; Eilam y cols., 2003; Prut y Belzung, 2003; Ramos y cols.,
2003; Stanford, 2003), y asi los niveles elevados de ansiedad producen
una disminucién en el cociente n° cuadrados cruzados en el centro / n°
cuadrados cruzados en la periferia. Con esta prueba se valora la reaccién
del animal frente a un episodio estresante, resultando que un tratamiento
con efecto ansiolitico disminuiria la inhibicion del comportamiento
exploratorio provocado por el estrés.

El estudio de Sams-Dodd y cols. indicé que los animales LNHV
muestran una mayor respuesta al estrés, en comparacion con los
animales controles (Sams-Dodd y cols.. 1997). Este equipo observo
también una reduccion del tiempo pasado en la zona central del aparato,
lo que indica un nivel alto de ansiedad de estos animales, similar a la
tendencia que hemos obtenido en nuestro estudio. En contraste con esta
observacion, Rueter y cols., ademas de mostrar también un hiperactividad
de los animales LNHV, observaron un aumento consecuente en el tiempo
que las ratas LNHV visitaban el centro del aparato, lo que indica que
estas ratas estan menos ansiosas y/o son mas impulsivas (Rueter y cols.,
2004). Estos autores no descartaron la posibilidad de atribuir esta
conducta a los déficits de la memoria espacial que experimentan las ratas
LNHV, visitando por mas tiempo las zonas de aversiéon, por no recordar
que las habian explorado antes (Rueter y cols., 2004). Sin embargo, otros

estudios contradicen esta explicacion, mostrando en ratas con disfuncién
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cognitiva que no hay cambios en el tiempo pasado en estas zonas (Rowe
y cols., 1998; Chambers y cols.. 1996).

Es importante indicar también, que el cambio que se observd en
nuestro estudio en la actividad locomotora y exploratoria en la fase post-
puberal (DP 86) de la vida de los animales LNHV, es similar a la aparicion
en la edad adulta temprana de cambios comportamentales, hecho
analogo a la emergencia tardia de los primeros sintomas positivos en los
pacientes esquizofrénicos (Wan y cols., 1996; Dodd y cols., 1997; Lispka
y Weinberger, 1998, 2000).

Por otra parte, con respecto al efecto del tratamiento con RISP
sobre la hiperactividad de los animales LNHV, es importante indicar que el
efecto de este farmaco se estudié en pocas ocasiones en este modelo, y
los estudios que existen se diferencian entre ellos en numerosas
variables, como es el caso de la dosis y la duraciéon del tratamiento
elegidas, los periodos de vida de los animales en que se hicieron las
pruebas con respecto a la madurez sexual, etc. Segun nuestros datos, es
la primera vez en que se estudia en este modelo el efecto de la
administracion cronica de una dosis de 2 mg/kg/dia durante 65 dias, entre
el DP 35 y 100. Rueter y cols.(fecha) mostraron que la administracion
cronica de RISP (0,1 mg/kg) y clozapina (2,5 mg/kg) durante 21 dias, a
partir del DP 56, revertieron la hiperactividad locomotora inducida por la
lesién; aunque, observaron también que estos dos antipsicoticos atipicos

aumentaron la actividad locomotora de los animales controles (Rueter y
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cols. 2004). En este mismo estudio, también se observdé que la RISP
redujo el tiempo de exploracién de las zonas centrales del aparato por las
ratas LNHV. Nuestros resultados son similares a los obtenidos en este
estudio, en la medida en que la RISP tendi6 a aumentar la actividad
locomotora y exploratoria, y reducir la actividad interna de nuestros
animales LNHV. El estudio de Richtand y cols mostré6 también que la
administracion de RISP (45 y 85 ug/kg/dia) durante 21 dias a partir del DP
35, normalizé la respuesta locomotora anormal elevada inducida por las
anfetaminas en ratas LNHV (Richtand y cols. 2006). Sin embargo, en este
mismo estudio, estas dosis de RISP eran menos capaces de proteger
contra la elevada actividad locomotora provocada por la novedad en las

ratas LNHV.

Por otra parte, con respecto al efecto de la RISP en los animales
falsos lesionados, varios estudios previos mostraron que este farmaco
redujo la actividad locomotora y exploratoria de estas ratas, de acuerdo
con la tendencia que obtuvimos en nuestro estudio. Karl y cols. mostraron
que la administracién créonica de RISP (2,13 mg/kg/dia) y haloperidol (0,4
mg/kg/dia) durante 28 dias a partir del DP 67 a ratas sanas de la cepa
Sprague Dawley, reducia la actividad locomotora y exploratoria, alteraba
la memoria de trabajo y aumentaba el nivel de ansiedad de los animales
tratados, en comparacion con los animales controles (Karl y cols., 2006).
Este estudio indicd también que las ratas tratadas con RISP y haloperidol

visitaban mas las zonas centrales del aparato del CA, lo que sugiere que
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estos dos antipsicéticos, permitieron reducir los niveles de ansiedad de
estos animales.

Terry y cols., (2007) estudiaron en ratas de la cepa Wistar el
efecto de la administracién cronica en el agua de RISP, la misma via de
administracion que se eligi6 en nuestro estudio, a una dosis de 2,5
mg/kg/dia, durante un periodo de 15 a 180 dias. Este grupo midio la
actividad locomotora de estos animales en el CA en dos ocasiones
(después de 8-14 y 31-38 dias de tratamiento) y no encontraron ninguna
diferencia significativa en la actividad locomotora horizontal y vertical o en
los movimientos estereotipicos (como es el caso del grooming), asi como
en las conductas indicativas de miedo/ansiedad (tiempo pasado en la
zona periférica frente a la zona central del aparato). Un estudio reciente
de nuestro laboratorio tampoco mostré un efecto significativo de la
administracion oral crénica de la RISP (1 mg/kg/dia durante 140 dias)
sobre la actividad locomotora y exploratoria espontanea de las ratas
sanas de la cepa Wistar, aunque los animales tratados tendieron a
mostrar una mayor actividad (Castellano y cols., 2009). Al contrario de los
estudios anteriores, Drago y cols., mostraron que la administracion
cronica y aguda de la RISP a la dosis de 1 mg/kg/dia aumentd la actividad
exploratoria y el rearing, y redujo el grooming en las ratas sanas (Drago y
cols., 1996)

Con respecto a la conducta del grooming, varios estudios, de

acuerdo con nuestros resultados, mostraron una reduccion postpubertal
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de esta conducta en los animales LNHV, en comparacion con los
animales controles (Silva-Gomez y cols., 2003; Flores y cols., 2005). En
cuanto al efecto de la RISP sobre las respuestas de grooming de los
animales LNHV, no hemos encontrado estudios similares en estos
animales. Un estudio reciente de nuestro laboratorio con ratas sanas,
(Castellano y cols. 2009), mostré que la RISP (1mg/kg/dia durante 140
dias) aumentd significativamente las respuestas de grooming de las ratas
sanas, al contrario de lo que se observo en los animales falsos lesionados
de nuestro estudio, mostrando niveles de grooming significativamente
reducidos por el tratamiento con la RISP. Un estudio similar mostrd
también, en ratas sanas, que la administracion cronica y aguda de la
RISP (1 mg/kg/dia) reducia el grooming (Drago y cols. 1996). A la luz de
estos datos, la diferencia entre el efecto obtenido en nuestro estudio, y los
obtenidos en otros estudios, podria ser debida a la dosis de la RISP, ya

que nosotros utilizamos una dosis mayor.

Los efectos de la RISP pueden ser atribuidos a su efecto
ansiolitico como ha sido mostrado por varios estudios (Hillert y cols.,
1992; Aguilar y cols., 1997; Marder y cols., 1997; Nowakowska y cols.,
1999; Ravindran y cols., 2007). De este modo, los antipsicéticos que
posen esta actividad ansiolitica tienden a reducir el tiempo que la rata
permanece en las proximidades de las paredes en la prueba del CA, y a
aumentar la actividad exploratoria en el centro del aparato (Treit y

Fundytus, 1988).
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Otros estudios atribuyeron también un efecto sedativo a la RISP,
manifestado principalmente por supresion de la actividad locomotora. A
diferencia de los humanos, los roedores pueden experimentar una fase de
atencion y movilidad reducida, que disminuye su capacidad de control /
escape del entorno estresante (Rueter y cols., 2004). Prut y Velzung,
afirman que en los experimentos realizados con roedores en la prueba del
CA, los observadores no determinan los efectos de los tratamientos sobre
la exploracion que realiza el animal, sino mas bien su reaccién frente a un
episodio estresante. Por tanto, los tratamientos ansioliticos no
incrementan por si mismos el nivel de exploracién en el test del CA, sino
que disminuyen la inhibicién del comportamiento de exploracion inducida
por el estrés (Prut y Velzung, 2003).

Los efectos antipsicéticos de la RISP resultan de una combinacién entre
un antagonismo con una afinidad muy elevada por los receptores 5-HT2a,
y una ocupacién parcial de los receptores D, (Bymaster y cols., 1996;
Strange, 2001) ya que no es necesaria una elevada ocupacién de los
receptores dopaminérgicos D2 para lograr el efecto antipsicotico de la
RISP (Leysen y cols., 1993; Schotte y cols., 1996). Presenta una afinidad
algo mas baja por los receptores serotonérgicos 5HT2C, (Leysen y cols.,
1993; Bymaster y cols., 1996; Kongsamut y cols., 1996; Schotte 1996;
Richelson y Souder, 2000), y ademas, se une con alta afinidad con los
receptores adrenérgicos tanto alfa-1 como alfa-2, y con una afinidad

moderada a los receptores de histamina H1 (Bymaster y cols., 1996).
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Basandose sobre estos datos, varias hipotesis fueron emitidas para
explicar el mecanismo de la eficacia de la RISP para la prevenciéon de las

alteraciones comportamentales en los animales LNHV

Evitacion activa

Los resultados de la evitacidon activa son los resultados mas
destacables de nuestro estudio conductual. Las respuestas de evitaciéon
de los animales LNHV demostraron ser significativamente menores en
comparacién con los animales falsos lesionados, mostrando de esta
forma una menor capacidad de evitar estimulos adversos condicionados.
La RISP no afecté de manera significativa las respuestas de ambos
grupos, sin embargo se observd que este farmaco tendié a aumentar la
respuesta de los animales lesionados, y a reducir la de los animales
falsos lesionados.

Los cruces realizados durante los IEE mostraron un perfil de
respuesta similar al que se obtuvo en las respuestas de evitacion,
mostrando los animales LNHV un numero de cruces IEE menor, en
comparacién con los animales falsos lesionados. La RISP, como en el
caso de las respuestas de evitacién, no tuvo efecto significativo sobre
estas cifras, sin embargo, tendié a aumentar el numero de cruces IEE de
los animales LNHV, y reducir el de los animales falsos lesionados.

Los animales LNHV mostraron también niveles de freezing
significativamente mayores, en comparacion con los animales falsos

lesionados. La RISP, en este caso, solo tendid a reducir las respuestas de
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freezing de los animales lesionados, siendo las diferencias significativas
en la quinta y la decima sesion de la prueba. En cuanto a los animales
falsos lesionados, este farmaco tendid a aumentar las respuestas de
freezing, sobre todo a partir de la sexta sesién de la prueba.

En relacién a los numeros de defecaciones, los animales LNHV
mostraron cifras casi invariables a lo largo de todas las sesiones de la
prueba, mientras que los animales falsos lesionados, presentaron valores
decrecientes. La comparacion de ambos grupos, indica que los animales
falsos lesionados tendieron a mostrar menor numero de defecaciones que
los animales LNHV, siendo las diferencias significativas en la décima
sesidon de la prueba. El tratamiento con la RISP, no tuvo efecto
significativo sobre el numero de defecaciones de ambos grupos, y
tampoco se observaron tendencias concluyentes en ambos grupos.

Estos resultados en conjunto muestran que la lesion indujo una
disminucién drastica de los procesos de aprendizaje condicionado y de
las respuestas motoras incondicionadas de los animales. Las respuestas
de freezing, consiguientes a las situaciones de estrés y miedo, por el
contrario, aumentaron por la lesion y las defecaciones, relativamente altas
no se modificarondurante todas las sesiones de la prueba, mientras que
disminuyeron de forma continua en los animales falsos lesionados.

Los déficits cognitivos de los animales LNHV, son coherentes con
los numeros mayores de freezing, indicativos de niveles mayores de

ansiedad en estos animales, en comparacion con los falsos lesionados.
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Estas respuestas de freezing describen fases de atencién y movilidad
reducida, que disminuye la capacidad de control/escape del animal, ante
el entorno estresante, respuesta que se encuentra acentuada en los
animales LNHV, y que explica su nivel alto de ansiedad, en comparacion
con los animales falsos lesionados. La disminucién de las defecaciones,
es sinénimo de menor ansiedad y mas comodidad del animal en la
situacion en que se encuentra. En nuestro estudio, el hecho de que los
animales LNHV mantengan un numero de defecaciones relativamente alto
y casi invariable, a lo largo de todas las sesiones de la prueba, mientras
que este numero decrece en los animales falsos lesionados, indica que
los animales LNHV de nuestro estudio han mantenido niveles
relativamente altos de ansiedad durante toda la prueba, al contrario de los
animales falsos lesionados.

También es importante indicar que la disminucién obtenida en los
numeros de cruces |IEE de los animales LNHV, una medida indirecta de la
actividad motora de los animales, guarda una estrecha relacion con el
nivel alto del freezing de los animales LNHV. Un numero alto de freezing
implica mas inmovilidad del animal y menos cruces libres e
incondicionados entre los compartimientos del aparato, y viceversa. Por
esa razon estimamos que la disminucion observada en esta prueba de la
actividad locomotora de estos animales, no es contradictoriao paraddjica,

a la hiperactividad locomotora obtenida en la prueba del campo abierto.
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De acuerdo con todos estos resultados, afirmamos que las ratas
LNHV desarrollan déficits cognitivos similares a los observados en la
esquizofrenia (Lipska, 2004; Lipska y weinberger, 2000). Ya se han
descrito en este modelo una gran variedad de déficits de aprendizaje
(Lipska, 2004). Angst y cols. (2007), indicaron también que las ratas
LNHV, en comparacion con los controles, requerian mas sesiones y mas
tiempo, para aprender a asociar estimulo con la recompensa, de acuerdo
con las conclusiones de Chambers y cols. (2005), y también con nuestros
resultados.

Segun nuestros datos, el estudio de Le Pen y cols., es el unico en
el que se sometieron a las ratas LNHV a la prueba de la evitacion activa.
Este estudio indicé que la LNHV indujo la emergencia, en la edad de post-
pubertad, de déficits de larga duracién en la regulacion sensoriomotora y
la capacidad de adquisicion y retencion de la informacion en los test de
aprendizaje espacial y de evitacion activa y pasiva. Estas ratas fueron
capaces de adquirir la evitacidn activa y pasiva, pero, en comparacion con
los animales control, mostraron un déficit en la retencidén de la evitacion
pasiva y adquirieron la conducta de evitacién activa con menor rapidez.
Por lo tanto, siempre segun Le Pen y cols., este modelo parece mostrar
un grado interesante de validez, posiblemente, en la simulacion de
algunas deficiencias cognitivas y sensoriomotoras observado

frecuentemente en los pacientes esquizofrénicos (Le Pen y cols., 2000).
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Marcquis y cols., (2006) encontraron también un déficit cognitivo
de las ratas LNHV. Este grupo sometié a estas ratas a los test del
laberinto T y del aprendizaje de discriminacion condicional, antes vy
después de la maduracion cerebral completa de los animales, entre el
DP26 - 35y 47 - 85 .En este estudio, se observo que los animales LNHV
presentaron déficits de aprendizaje en ambas pruebas y en los dos
estadios de maduracion cerebral de los animales, presentando un
deterioro en su rendimiento y una alta tasa de errores perseverantes.
Estos autores atribuyen estos déficits a una disfuncién post-lesional de la
CPF que persiste desde la edad juvenil hasta la edad adulta de estos
animales.

Estudios similares mostraron también déficits en la memoria de
trabajo, el reconocimiento espacial, y la exactitud de la eleccién, en los
test del laberinto radial y el laberinto acuatico de Morris, en las fases de
pre y post-pubertad de los animales LNHV (Chambers y cols., 1996; Le
Pen y cols., 2000; Silva-Gomez y cols., 2003). Estos déficits se atribuyen
a una posible disfuncion de la CPFM. Sin embargo, las dos pruebas
utilizadas son conocidas por ser altamente dependientes del hipocampo
dorsal (Moser y cols., 1993; Bannerman y cols., 2002; 2003). Segun Silva-
Gomez y cols., (2003), parece como si la integridad del hipocampo dorsal
en estas ratas LNHV estuviera comprometida, por una lesion parcial, no
intencionada de esta zona, causando una disrupcién en su desarrollo. En

este sentido, varios estudios, sefalaron la dificultad de diferenciar las

176



Discusion

funciones de la CPFM vy del hipocampo dorsal por sus papeles
complementarios en la ejecucidon de las tareas cognitivas estandar (Van
Haaren y cols., 1988; Brito y Brito 1990; Sanchez-Santed y cols., 1997;
Hock y Bunsey, 1998; moser y Moser, 1998; Dunnet y cols., 1999;
Bannerman y cols., 2002; Lalonde, 2002; Le Marec y cols., 2002).

Por otra parte, no existen estudios sobre el efecto de la RISP
sobre la cognicion, y los procesos de aprendizaje/memoria de los
animales LNHV, y solo existen estudios similares con ratas sanas y en
humanos. De hecho, Bubenikova-Valesova y cols., estudiaron el efecto de
antipsicaoticos tipicos y atipicos sobre los déficits cognitivos inducidos por
MK-801, antagonista del NMDA, y observaron que solo la RISP (0,1 0 1,0
mg/kg), al contrario de la ritanserina (antagonista de los receptores
5-HT2A/2C; 2,5 mg/kg) y el haloperidol produjo un deterioro cognitivo de
las ratas sanas (Bubenikova-Valesova y cols., 2008). Estudios previos
mostraron también resultados similares, demostrando que los
antipsicoticos, a algunas dosis, deterioran el aprendizaje espacial en las
ratas sanas (Skarsfeldt, 1996; Ahlander y cols., 1999; Light y Braff, 1999;
Lipska y weinberger, 2000; Rosengarten y Quartemain, 2002; Gemperle y
cols., 2003; Abdul-Monim y Reynolds, 2007). Sin embargo, en otro estudio
en que se administré la RISP a una dosis de 0,1 mg/kg, se observd que
este farmaco mejora el proceso de consolidacién en el laberinto radial
(Addy y Levin, 2002). Un estudio reciente de nuestro laboratorio, sobre el

efecto de la administracion crénica de la RISP (1mg/kh/dia) en ratas
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sanas, no mostré ningun efecto significativo de la RISP sobre los
procesos del aprendizaje y memoria en la prueba de la evitacion activa
(Castellano y cols., 2009).

Otros estudios, al contrario mostraron que la RISP mejora el
potencial cognitivo en humanos y animales. En particular, se describid
una eficacia superior en la mejora de los trastornos de la memoria
espacial asociados con la esquizofrenia en comparacion con otros
antipsicoticos atipicos, como clozapina y olanzapina (Meltzer y McGurk,
1999; Bilder y cols., 2002; Harvey y cols., 2003; McGurk y cols., 2005). La
RISP también mejord la memoria en modelos animales de deterioro de la
memoria espacial; es el caso, por ejemplo, de la recuperacion de algunos
déficits de la memoria de trabajo espacial en el laberinto radial (Wolff y
Leandro, 2003) y la reversion de los efectos deletéreos sobre la memoria,
del antagonista del NMDA, MK-801, en el test de la memoria de trabajo
espacial (Schroeder y cols., 2000).

Por otra parte, estudios en humanos mostraron que la RISP es
mas eficaz que la clozapina en la mejora de la memoria espacial de
trabajo (McGurk y cols., 2005) y también mejora la memoria de trabajo en
la modalidad verbal y atencional, en los pacientes esquizofrénicos (Green
y cols., 1997). Otros estudios clinicos sugieren que las funciones
cognitivas (p.e., la memoria de trabajo verbal) puede ser mejorada por
moderadas dosis de la RISP probablemente por su propiedades

antagonistas de los receptores 5-HT2A (Green y cols., 1997; Wolff y
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Leander, 2003). Podemos concluir que el efecto positivo de la RISP sobre
la memoria de trabajo es objeto de controversia en la literatura y parece
ser dependiente de la prueba y del disefio de cada estudio (Nowakowska
y cols., 1999; Ruotsalainen y cols., 1997).

La RISP interactta con numerosas dianas que han sido
implicadas en los procesos de la memoria, como es el caso de los
receptores de la DA, la 5-HT, la NA y la Hys (Richelson y Souder, 2000),
situados en regiones como el hipocampo y la CPF, necesarias para la
memoria de trabajo espacial (Sanchez-Santed y cols., 1997; y Bunsey
Hock, 1998; Bardgett y cols. 2006). Al interactuar con estos receptores en
estas regiones cerebrales, la RISP puede originar cambios celulares
responsables de su efecto positivo sobre la memoria. Las mediciones de
estas areas mostraron que la RISP no altera el tamafio de la lesion del
hipocampo, sin embargo, sigue siendo posible que la RISP altere la
densidad neuronal, la estructura dendritica, o la neurogénesis adulta del
hipocampo de una manera favorable a los procesos mnésicos. En la CPF,
la administracion aguda de la RISP, asi como de clozapina y olanzapina,
provoca la liberacion de acetilcolina (Ichikawa y cols., 2002) y facilita las
respuestas excitatorias post-sinapticas (Ninan y cols., 2003). La RISP
también provoca la liberacién de 5-HT en la CPF (Cartmell y cols., 2001).
Estos efectos, junto con las respuestas de excitacion sinaptica, pueden
modular positivamente la funcién de memoria de trabajo en la CPF. Esta

idea es indirectamente apoyada por trabajos clinicos que demuestran que
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la RISP aumenta la actividad metabdlica prefrontal en los pacientes
esquizofrénicos cuando se dedican a una tarea de memoria de trabajo
(Honey y cols., 1999).

También, se sabe que los antipsicoticos atipicos tienen una
accién antagonista significativa en los receptores 5HT2, y se ha sugerido
que la interaccidbn con estos receptores puede ser particularmente
importante para la funcién cognitiva, y para la atenuacion de los efectos
del bloqueo de los receptores D2. Una posibilidad es que el deterioro de
las funciones ejecutivas motoras, y los sintomas negativos asociados con
la esquizofrenia sean la consecuencia de la modulacion excesiva por el
receptor 5SHT2 de las funciones del Iébulo frontal (Kasper y Resinger,
2002). Hay pruebas que sugieren que algunos antipsicéticos atipicos
pueden tener un efecto neuroprotector. Un estudio reciente con
neurolépticos en pacientes en el primer episodio de esquizofrenia, informd
de un aumento en el volumen de los ganglios basales y en el volumen de
materia gris en los pacientes tratados con risperidona (Gencer y cols.,

2008).

3. El estudio morfolégico

El grosor cortical

El analisis que se llevd a cabo en este estudio, para la
determinacién de las posibles modificaciones en el grosor de la CPFM, no

reveld diferencias significativas en ninguno de los niveles rostro-caudales
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estudiados, ni en los animales LNHV ni en los falsos lesionados, con o
sin tratamiento. Sin embargo, aunque estas diferencias no son
significativas, se observd una tendencia de los animales LNHV a mostrar
un grosor cortical ligeramente mayor al de los animales falsos lesionados.
También, en el caso de los animales tratados con la RISP, se observo
que la RISP tendia a reducir el grosor de la CPFM de los animales LNHYV,
mientras que se observaba una tendencia contraria en los animales falsos
lesionados, mostrando que la RISP tendié a aumentar el grosor de la
CPFM, en comparacioén con los animales falsos lesionados.

Un trabajo reciente de nuestro laboratorio que se llevo a cabo con
ratas sanas, tampoco mostroé diferencias en el grosor de la CPFM, en
niveles rostro-caudales similares a los elegidos en nuestro estudio, de las
ratas sanas tratadas con RISP (1 mg/kh/dia), en comparacion con las
ratas controles (Castellano y cols., 2009).

Estudios clinicos previos, mostraron que la administracién de la
RISP aumentd el volumen de la materia gris cortical, pero sélo en los
pacientes esquizofrénicos que previamente han mostrado un déficit en
esta region cerebral (Molina y cols., 2005; Pratt y cols., 2008). Estos
hallazgos dejan pensar que el cambio de volumen de la materia gris
cortical inducido por la RISP es dependiente de algun tipo de déficit basal
en esa zona (Castellano y cols., 2009).

Otros estudios longitudinales in vivo en humanos mostraron que

los antipsicoticos tipicos, producen un incremento significativo del
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volumen de los ganglios basales (Chakos y cols., 1994; Keshavan y cols.,
1994) y la reduccion del volumen de la materia gris en varias subregiones
corticales (Dazzan y cols., 2005; Lieberman y cols., 2005). Cambios del
volumen de la materia gris en regiones corticales especificas (p.e., el
planum polare del giro temporal superior, corteza cingulada anterior y la
insula) han sido correlacionados con el tratamiento cronico con
antipsicoticos tipicos (Crespo-Facorro y cols., 2004; McCormick y cols.,
2005 y Pressler y cols., 2005).

Otros cambios morfolégicos han sido atribuidos a los
antipsicoticos atipicos, como es el caso del alargamiento del talamo
(Dazzan y cols., 2005) y el aumento del volumen de la materia gris cortical
(Garver y cols., 2005). En el estudio de Bartzokis y cols. se demostré que
la RISP puede tener un efecto diferencial sobre la mielinizacion cerebral,
dando lugar a un mayor volumen de la materia blanca (Bartzokis y cols.
(2007). Sin embargo, todavia existen discrepancias considerables entre
los resultados relativos a los efectos de los antipsicéticos en la morfologia
cerebral. Esta falta de consenso puede tener diferentes origenes, como es
el caso de las diferencias entre las formas y vias de administracién del
antipsicotico, de las dosis, y —de las limitaciones metodoldgicas (disefo
experimental, las herramientas utilizadas, tamafio de muestra, etc)

(Scherk y Falkai, 2006).
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El recuento celular

Teniendo en cuenta que no se observaron modificaciones en el

grosor cortical, tampoco debiamos esperar cambios en el numero de
células.
El recuento celular de la zona central de la region prelimbica de la CPFM
realizado en preparaciones inmunotefnidas con GFAP, PV y CBP y c-Fos,
no muestra diferencias entre el numero de células observadas en los
animales LNHV y falsos lesionados. El tratamiento con la RISP tiende a
incrementar el numero de células contadas tanto en los animales LNHV
como en falsos lesionados, aunque la diferencia no resulta
estadisticamente significativa en ninguno de estos grupos.

Estos resultados, presentan un cierto paralelismo con los
obtenidos en el grosor cortical,.

GFAP

Para el recuento celular hemos elegido varios marcadores que
puedan proporcionar una informacion detallada sobre cualquier
modificacion producida en la CPF por la LNHV y por la administracién de
RISP. Asi, con el empleo de anti-GFAP se estudid la poblacion
astrocitaria, y teniendo en cuenta las hipdtesis recientes sobre la
implicacién glial en la etiopatogenia de la esquizofrenia, es interesante
conocer si existe alguna variacién cuantitativa, al menos, en la poblacion
de los astrocitos. Sin embargo, no se detectaron alteraciones numéricas

en esta poblacion ni por la LNHV, ni por el tratamiento con la RISP.
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Estudios cinicos mostraron que la GFAP, el marcador de la
activaciéon astroglial, esta significativamente reducida en los sujetos con
esquizofrenia (Rajkowska y cols., 2002; Toro y cols., 2006), y otros
trastornos psiquiatricos como la depresidon mayor (Fatemi y cols., 2004;
Webster y cols., 2001); y el trastorno bipolar (Toro y cols., 2006; Webster
y cols., 2005). Se ha visto también que la GFAP esta reducida en la
corteza cingulada anterior y la CPF de los pacientes con esquizofrenia y
con trastorno bipolar (Toro y cols., 2006). Estos ultimos investigadores,
ademas propusieron que el aumento de GFAP en la corteza prefrontal
dorsolateral de sujetos con esquizofrenia estaba correlacionada con la
duracion de tratamiento con farmacos antipsicéticos (Toro y cols., 2006).

En este sentido, otros estudios postmortem en humanos sobre el
papel de los astrocitos en la esquizofrenia, mostraron una alteracion en la
densidad en la mayoria de las regiones cerebrales implicada en la
fisiopatologia de la esquizofrenia, como es el caso de la CPF, la corteza
cingulada anterior y la corteza motriz. (Stark y cols., 2004; Cotter y cols.,
2002; Cotter y cols., 2001; Benes y cols., 1986).

El estudio de Selemon y cols. (1999) mostr6é que la administraciéon
cronica de 6 antipsicéticos tipicos y atipicos, incluso la RISP, aumenté la
densidad glial en la CPF de los primates, al contrario de la densidad
neuronal. Resultados similares fueron obtenidos en los pacientes mayores
con esquizofrenia, en que se observd una gliosis marcada después de

una administracion a largo plazo de la RISP (Arnold y cols., 1996).
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Esta proliferacion glial producida por estos antipsicéticos podria
ser inducida por estimulo D2, ya que observaron en los mismos animales,
un aumento de los niveles corticales del ARNm D2. Resultados similares,
mostraron también un aumento de los niveles de D2 en la CPF y la
corteza temporal (Lindow y Goldman, 1997; Lindow y cols., 1997). Otra
hipotesis se basa en el hecho de que los astrocitos poseen receptores y
sitios de recaptaciéon de los neurotransmitores glutamatérgicos (Pellerin y
Magistrethi, 1996; Rothstein y cols., 1994), y es posible que la transmision
glutamatérgica en la CPF tenga un impacto mayor sobre la morfologia y
el numero de las células gliales. Al contrario de estos datos, otro estudio
mostré que la clozapina, un antipsicético atipico con propiedades
similares a las de la RISP, redujo la expresion cortical de la GFAP en la
CPF de ratas sanas (Fatemi y cols., 2008). Sin embargo, otros
investigadores no obtuvieron cambios significativos en la expresion de la
GFAP en la CPF de ratas tratadas con la haloperidol Steffek y cols., 2008;
Dean y cols., 2006). Todos estos datos estan de acuerdo que la densidad
cortical de los astrocitos, o la expresion de las moléculas astrociticas

como la GFAP pueden ser moduladas con los antipsicoéticos.

CaBP y PV

El uso de la CBP y la PV se justificd teniendo en cuenta que estos
marcadores son indicadores del estado de los mecanismos de regulacion

de la entrada y el uso del calcio en la célula y, sobre todo, que ambas
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sustancias pueden ser utilizadas como marcadores de subpoblaciones
especificas de las interneuronas GABAérgicas corticales, que pueden ser
afectadas en la esquizofrenia (Benes y Berretta, 2001).

Nuestros resultados no mostraron cambios en los numeros de
neuronas inmunoreactivas a ambos marcadores entre los grupos
animales estudiados, tanto tratados como sin tratamiento. De esta
manera, parece que la lesiéon y el tratamiento con la RISP no parecen
producir cambios cuantitativos en las neuronas GABAérgicas de la CPFM.

Estudios previos, al contrario de nuestros resultados, indicaron
que los animales LNHV presentaron una disminucion de la transmisién
GABAérgica cortical, que podria contribuir a la hiperexcitacion de la CPF y
a la elevada actividad metabdlica observadas en estos animales (Tseng y
cols., 2007; Tseng y cols., 2006; Goto y O’Donnell, 2004; O’Donnell y
cols., 2002). Es posible que la inactivacién temprana del hipocampo altere
la maduracién postnatal de las interneuronas inhibitorias en la CPF, y por
consecuencia, generar una respuesta prefrontal mesocortical exagerada
(Tseng y cols., 2006; O’Donnell y cols., 2002), que podrian reflejar una
alteracion del desarrollo de la modulacion GABAérgicas prefrontal por la
DA (Tseng y cols., 2008). Estos cambios pueden resultar de una
reduccion de la inhibicién local en la interaccion GABA-D2, y de una
potenciacion anormal de las respuestas D1 y NMDA, que normalmente
maduran durante la adolescencia (Tseng y O’Donnell, 2007; Tseng vy

cols., 2007; Tseng y O’'Donnell, 2005). Asi de este modo, los mecanismos
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subyacentes a la mediacion de la hipofrontalidad en la esquizofrenia
pueden estar asociados con una reduccién de la funcidn GABAérgica
cortical concomitante con una alteracion de la modulaciéon de DA
mesocortical de la transmision glutamatérgica prefrontal (Tseng y cols.,
2008).

En consecuencia, la caracteristica del estado prefrontal
hiperactivo y hipofuncional observado en las ratas LNHV (Tseng y cols.,
2006; Goto y O’Donnell, 2002), podria reflejar una alteracion post-natal de
la regulacion por la DA de la funcion GABAérgica prefrontal, que madura,
como lo hemos indicado antes, en la adolescencia (Tseng y O’Donnell,
2007). Aunque esta hipotesis aun no se ha examinado, estos cambios
podrian, en parte, ser la base del déficit cognitivo de los animales NVHL
mediante una coordinacion inadecuada entre las neuronas piramidales y
las interneuronas GABAérgicas, que a su vez, podria alterar la
selectividad espacial de las respuestas neuronales prefrontal a las
proyecciones excitatorias entrantes.

En este mismo sentido, también se mostré que la expresion del
ARNmM de la GAD-67 disminuy6 en la PFC y la corteza prelimbica pero no
en el cuerpo estriado, el nucleo accumbens, sustancia negra, o la ATV de
ratas LNHV adultas (Lipska y cols., 2003a , 2003b). Se ha sugerido que la
disminucién del ARNm GAD-67 en los animales NVHL puede ser causada
por una estimulacion reducida del receptor NMDA via las proyecciones

glutamatérgico originarias del hipocampo ventral o una reduccion de la
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actividad de las proyecciones dopaminérgicas del ATV (Lipska y cols.,
2003a). En un nivel mas proximal, la disfuncion GABAérgica en la
esquizofrenia puede ser causada por la hipermetilacion de las citosinas en
la region del promotor de la GAD-67 (Costa y cols., 2003), un mecanismo
epigenético de silenciamiento génico (Szyf y Detich, 2001).

Estudios clinicos, mostraron un aumento de los receptores
GABAérgicos en la CPF de los pacientes esquizofrénicos (Benes y cols.,
1996; Hanada y cols., 1987). Este aumento de los receptores se interpretd
como consecuencia de una regulacion compensatoria al alza post-
sinaptica de los receptores, debido a la perdida de las interneuronas
GABAérgicas en esta region (Benes y cols., 1996; Lewis y cols., 2005).
Otros estudios mostraron también una alteracion de la transmisién
GABAérgica en varias regiones cerebrales, como el hipocampo (Benes y
cols., 1996; Reynolds y cols., 1990) y la CPF (Silva-Gomez y cols., 2003;
Benes y cols., 1991). La densidad cortical (Beasley y cols., 2002) y la
expresion del ARNm por neurona (Hashimoto y cols., 2003) de la PV que
conteniendo el subtipo de las neuronas GABA resultaron ser reducidos en
la CPF de los pacientes esquizofrénicos en comparaciéon con los
controles, con una disminucion asociada en la densidad de neuronas que
contienen la enzima de la sintesis del GABA, Glutamico acido-
decarboxilasa (GAD67) (Hashimoto y cols., 2003).

En cuanto al efecto de la RISP, no existen estudios en este

modelo animal, sobre el efecto del farmaco sobre las interneuronas
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GABAérgicas, lo que dificulta la tarea de comparar e interpretar nuestros
resultados. En animales sanos, un estudio reciente de nuestro laboratorio,
mostré también que los numeros de estas neuronas GABAérgicas de la
CPFM no cambié entre los animales sanos tratados con la RISP (0,1
mg/kg/dia) y los controles (Castellano y cols., 2009).

c-Fos

La expresién del c-Fos en el cerebro ha sido utilizada como
marcador de activacion neuronal (Herrera y Robertson, 1996). Varios
estimulos fisiolégicos o farmacoldgicos pueden inducir la expresiéon del c-
Fos (Sagar y cols., 1988; Herrera y Robertson, 1996; Hughes vy
Dragunow, 1995), cuya activacion requiere altos niveles de actividad
sinaptica (Sgambato y cols., 1997).

Un estudio reciente de Dai-Ying y cols mostré que la clozapina
redujo significativamente la expresion de la proteina c-Fos inducida por
MK-801, un antagonista de los receptores NMDA, posiblemente via
atenuacion del aumento de la actividad sinaptica cerebral inducida por
MK-801 (Dai-Ying y cols., 2008). Estudios similares mostraron también
que la clozapina y la olanzapina, fueron mas eficaces que los
antipsicoticos tipicos, en el tratamiento de las disfunciones positivas,
negativas y cognitivas de la esquizofrenia (Ashby y Wang, 1996; Sharma
y Mockler, 1998), bloquean también los cambios neuropatolégicos

causados por MK-801 en la rata (Farber y cols., 1996).
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De este modo, la expresion del c-Fos ha sido utilizada para
estudiar las regiones cerebrales activadas por los antipsicéticos atipicos
(Zuo y cols., 2009; Scherk y Falkai, 2006; Dazzan y cols., 2005). Incluso,
es posible diferenciar entre los antipsicéticos tipicos y atipicos refiriéndose
a su patrén de expresion Fos (Feldon y cols., 2001), y este es uno de los
campos mas estudiados en la morfologia experimental, aunque los
resultados no han sido siempre concluyentes (Murphy y Semba, 1996).

Estos estudios muestran que la expresion del c-Fos, puede
constituir una herramienta de interés para el estudio del efecto de los
antipsicoticos en los modelos animales de esquizofrenia. Por esta razon,
hemos utilizado este marcaje para detectar posibles déficits en la
activacién neuronal cortical que puede causar la lesién hipocampal a la
edad adulta de los animales, y evaluar después la posible reversion de
estos déficits por el tratamiento con la RISP. Sin embargo, nuestros
resultados no mostraron cambios demostrables en la activacion neuronal
de los animales LNHV, y tampoco el tratamiento tuvo efecto significativo
ni en los animales lesionados, ni en los falsos lesionados. Una posible
explicacion de estos ultimos resultados puede tener relacién con el
mecanismo de tolerancia a la RISP a través de su antagonismo
prolongado frente a los receptores D2 y 5HT, lo que impide cambios en la
activaciéon neuronal mediada por el gen c-Fos (Natesan y cols 2006;

Robertson y Fibiger, 1992).
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Un estudio reciente de nuestro laboratorio, tampoco logré obtener
diferencias en la expresion c-Fos cortical de las ratas sanas tratados
cronicamente con la RISP (1 mg/kh/dia), en comparacion con los
animales controles (Castellano y cols., 2009). Otros estudios, sin
embargo, mostraron que la administracion aguda de la RISP y otros
farmacos atipicos, induce un aumento en el numero de neuronas Fos-
inmunoreactivas en la PFCM y también en el NAcc, y en menor medida,
en el nucleo estriado (Wang y cols., 2004; MacGibbon y cols., 1994), lo
que podria mostrar una cierta eficacia de los antipsicoticos atipicos sobre
los sintomas de la esquizofrenia (Oka y cols., 2004).

De manera general, estos datos, muestran la diferencia entre los estudios,
en cuento a la induccién o no del cFos por los antipsicéticos atipicos en
ciertas regiones cerebrales, pero parece que esta activacion es
dependiente de los factores de administracion del farmaco, como la

duracion y la dosis.

4. Efecto de la risperidona sobre la adiposidad

La asociacion entre antipsicéticos atipicos y el aumento de peso y la
aparicion de complicaciones metabdlicas que aumentan el riesgo
cardiovascular y la mortalidad, ha sido ampliamente puesta de manifiesto,
aunque mostrando diferencias en probabilidad y magnitud segun el
farmaco utilizado y segun el paciente (Daumit y cols., 2008). La

risperidona se ha clasificado como un antipsicético atipico de riesgo
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metabdlico medio. El perfil receptorial de risperidona, como el del resto de
antipsicoticos, condiciona las alteraciones metabdlicas inducidas por el
tratamiento (Richelson, 1999).

Hemos constatado en nuestros animales un aumento de la
adiposidad inducida por el tratamiento cronico con risperidona, siendo
éste uno de los mecanismos que puede alterar distintos procesos
metabdlicos. El aumento de peso parece guardar relacién principalmente
con la afinidad de Risperidona para bloquear los receptores H1 y en
menor medida los receptores 5HT-2 (Kroeze y cols., 2003; Wirshing y
cols.,. 1999; Zipursky y cols., 2005)).

En nuestro estudio, la curva ponderal de los animales tratados con
risperidona ha mostrado aumentos de peso mayores que la de los
animales no tratados.

RIS aumenta el peso corporal, especialmente a expensas de un
incremento en la masa grasa. Hemos encontrado un aumento en el peso
de los paquetes grasos perirrenales, y epididimarios, en las ratas tratadas
con risperidona, que no se corresponde con un aumento en el numero de
adipocitos, por lo que puede considerarse como un incremento
hiperplasico del tejido adiposo. Resultados similares han sido obtenidos
por otros autores (Baptista et al., 2004), aunque con distintas dosis y
periodos de administracion de la risperidona. En otros casos puede

observarse aumento de adiposidad en ausencia de aumento de peso
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inducido por antipsicéticos (Cooper et al., 2007), lo que sugeriria un efecto
directo del farmaco sobre los adipositos (Minet-Ringuet et al.,2007).

Aunque clasicamente ha sido dificil observar un incremento de masa
grasa inducido por antipsicéticos en las ratas macho (Baptista et al., 2002;
Lin et al., 2006; Pouzet et al., 2003), otros estudios (Ota et al. 2002) si han
podido describir incrementos dosis dependientes de la adiposidad en
ratas de este sexo que recibian RISP, posiblemente debido a
modificaciones en los protocolos de estudio.

En estudios realizados en ratas Wistar hembras que recibian
risperidona (Baptista y cols., 1987) de forma subcrénica, solo éstas
presentaban ganancia de peso con las dosis probadas, lo cual no ocurria
en el caso de los machos. Es posible que en este caso el tiempo de
administracion o la dosis haya sido insuficiente para provocar incremento
ponderal en las ratas macho.

En otro estudio en que se administraban antipsicéticos a una cepa
diferente (Sprague—-Dawley), si se producian cambios en el peso
dependientes de la dosis también en ratas macho (Ota y cols., 2002).

No se sabe cudl es el mecanismo subyacente a esta diferencia
dependiente del sexo, aunque se ha relacionado con procesos de
interaccion del antipsicético con hormonas femeninas (Baptista et al.,
1998).

En general los resultados publicados sobre los efectos metabdlicos

de risperidona y otros antipsicéticos varian ampliamente, lo que puede ser
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debido a la multiplicidad de disefios experimentales (dosis, duracion del

tratamiento, via de administracion, especies y cepas, género, etc..).

Habitualmente, en el hombre, los antipsicdticos atipicos tienden a
actuar de forma significativa sobre el tejido adiposo, y a modificar el perfil
lipidico produciendo dislipidemia. Ademas, el exceso de peso, parece
ser el principal responsable del mayor riesgo de hipertrigliceridemia vy
dislipemia, originados por el uso de estos farmacos.

No hemos realizado estudios en la rata, sobre una posible
dislipidemia originada por el antipsicotico, dadas las amplias diferencias
entre el perfil lipidico en plasma de los animales frente a los humanos

(Baptista et al.,1998)

Pero, asi como en pacientes esquizofrénicos tratados con
olanzapina queda patente la relacion incremento de peso con
hipertrigliceridemia e hiperleptinemia (Melkersson y cols., 2004), en
adipocitos de ratas sometidas a tratamiento crénico con olanzapina, se ha
descrito disminuciéon de la actividad lipolitica, con alteraciones en la
expresion de la lipasa hormono-sensible (LSH), aunque sin alteraciones
de leptina (Minet-Ringuet y cols., 2007).

Algunos datos sugieren que los efectos metabdlicos de los
antipsicoticos podrian explicarse en parte por los efectos directos de estas

drogas sobre los adipocitos (Yang y cols., 2009), y que estas diferencias
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en el metabolismo celular, podrian explicar los efectos diferenciales de
los distintos farmacos en la dislipidemia y la obesidad. Los antipsicoticos
serian capaces de provocar acumulacion de lipidos intracelulares
estimulando la lipogénesis, inhibiendo la lipédlisis en respuesta a un agente
adrenérgico y aumentando la capacidad de la insulina para inhibir la
lipdlisis (Vestri y cols., 2007, Minet-Ringuel y cols., 2007), con la
consecuencia de un mayor tamafo en los adipocitos. Estos efectos
explicarian parcialmente las tasas de obesidad, y las diferencias en el
riesgo de complicaciones metabdlicas asociadas al uso de los diferentes
antipsicoticos (Newcomer, 2005). En nuestro estudio, el analisis
morfolégico de los adipocitos ha determinado cambios en el tamafo de
las células adiposas, que muestran un incremento en el area de los
adipositos provenientes de ratas tratadas cronicamente con risperidona.

Curiosamente, la risperidona, un antipsicético atipico de riesgo
metabdlico medio, es uno de los AP mas potentes para disminuir el
transporte de glucosa estimulado por insulina en adipocitos primarios, a
pesar de no alcanzar concentraciones elevadas en el tejido adiposo, y
presentar un aclaramiento mas rapido que en otros tejidos (Aravagiri y
cols., 1998). Este farmaco modifica en pacientes esquizofrénicos los
niveles de triglicéridos y leptina, reduciendo los niveles de HDL (Murashita
y cols., 2007).

Los receptores involucrados en las respuestas metabdlicas de los

antipsicoticos atipicos son fundamentalmente los adrenérgicos,
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muscarinicos, histaminérgicos y dopaminicos. A nivel de la respuesta
lipolitica, el proceso esta regulado principalmente por receptores beta
adrenérgicos acoplados a proteinas Gs, que estimulan la sintesis de
AMPc al activar la adenilatociclasa, estimuladores de la lipdlisis, y alfa-2
adrenérgicos inhibidores.

La administracion crénica de risperidona parece modificar el
comportamiento secretor de los adipocitos en menor medida que la lesién
hipocampal responsable de nuestro modelo experimental.

La lipdlisis basal disminuye significativamente en las ratas
lesionadas frente a las falsas lesionadas, lo que podria relacionarse con
una modificacion metabdlica en este modelo equiparable de alguna
manera a los efectos metabdlicos provocados por la propia esquizofrenia
en los pacientes.

La lipdlisis es estimulada significativamente, tanto por activadores
de la adenil ciclasa como forskolina, como por el agonista beta
isoprenalina, y esta respuesta no es modificada de forma significativa por
la administracion crénica de risperidona .

Los adipocitos mas grandes que hemos encontrado, podrian tener
alterado el numero de sus receptores adrenérgicos beta (aumentados), en
comparaciéon con los adipocitos de menor tamano, procedentes de ratas
control sin tratamiento antipsicotico, 1o que podria conllevar una mayor
capacidad lipolitica con un aumento de los acidos grasos libres, extremo

que hemos comprobado en ratas no sometidas a tratamiento antipsicético
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(datos no publicados). Esto podria interpretarse como un intento del
propio tejido adiposo para facilitar su oxidacioén, con el objeto de disminuir
su expansion exagerada y mantener el peso estable.

Hemos observado una mayor tasa de lipdlisis basal en las ratas
falsas lesionadas tratadas con risperidona frente a las no tratadas. Otros
estudios con ratas controles no han podido encontrar modificaciones en la
lipdlisis basal tras la administracion de risperidona (Vestri., 2007), aunque
los resultados son dificilmente comparables por las diferencias en dosis y
vias de administracion.

Dentro de las ratas que han recibido risperidona durante 65 dias, las
lesionadas presentan una disminucion significativa de la lipolisis basal
frente a las falsas lesionadas. Esto podria significar que una alteracién en
el neurodesarrollo provoca profundas modificaciones en procesos
fisiologicos, de forma paralela a las alteraciones metabdlicas descritas en
pacientes con esquizofrenia, y debidas a la propia enfermedad.

Y en paralelo observamos un efecto contrario de la administracién
aguda de los 3 antipsicoticos ensayados, que inhiben la lipdlisis en las
ratas falsas lesionadas, estimulandola en las lesionadas. En este caso los
3 antipsicoticos se comportan de forma similar.

Cuando usamos estimulantes lipoliticos como forskolina o
isoprenalina, observamos que ambos evocan un aumento de la respuesta
tanto en las ratas falsas lesionadas como en las lesionadas, siendo

significativa la estimulacion de la lipolisis en las lesionadas. Esta
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diferencia puede responder a unos niveles basales muy reducidos en las
ratas LNHV, que son facilmente revertidos en presencia de un estimulo.
Cuando en las ratas falsas lesionadas intentamos modificar la
respuesta lipolitica evocada por isoprenalina y forskolina, nos
encontramos que soélo la administracion aguda de haloperidol disminuye
ligeramente la respuesta, la cual no se modifica en presencia de
risperidona. Algo similar sucede en las ratas lesionadas, por lo que
podemos inferir que los antipsicoticos no actuan en el proceso lipolitico a
través de las vias puestas en marcha por isoprenalina o forskolina (beta-

receptores, AMPc).

5. Expresion de receptores D, y 5-HT,, en corteza e

hipocampo

Los animales LNHV experimentaron un descenso drastico en los
niveles de expresion cortical de los receptores D2 y 5-HT2A, mientras que
en el hipocampo, sélo es significativo el descenso en la expresién de D2.
Los niveles de expresion de 5-HT2A son muy variables en esta estructura,
tendiendo a incrementar en relacion a los falsos lesionados.

La expresion D2 disminuida en ratas lesionadas concuerda con el
estado hiperdopaminérgico de este modelo animal de esquizofrenia, y
seria secundario al neurodesarrollo alterado. Si se lesiona a la rata en la

edad adulta, estos cambios en los receptores D2 no se producen
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En ratas lesionadas, la expresion disminuida del mRNA D2 se ha
descrito después de la pubertad ( AI-Amin y cols., 2000).

La RISP incrementa también significativamente la expresion de
los receptores D2 y 5-HT2A en la corteza de los animales LNHVy la
disminuye en los falsos lesionados. En el hipocampo, sin embargo, no se
aprecia un efecto notable del farmaco en los animales LNHV sobre la
expresion de D2 y 5-HT2A; Sélo se encuentran cambios significativos en
los falsos lesionados, donde disminuye significativamente la expresién del
receptor D2 tras el tratamiento farmacoldégico.

Las vias serotoninérgicas y dopaminérgicas ademas de proyectar
en areas similares, presentan una amplia interaccién funcional (Herve y
cols., 1979; Vanderand Johnson, 1970; Broening y cols., 2005; Carey y
cols.,., 2005; Alex y cols.,, 2005; Vollenweider y cols., 1999). Esto nos
hace pensar que las alteraciones provocadas por la lesion deberian
correlacionarse en la expresién receptorial de D2 y 5HTa.

Los receptores 5-HT,a juegan un importante papel en la
modulacién de circuitos neuronales tanto en corteza cerebral como en
hipocampo (Harvey, 2003). En la CPF, estos receptores se expresan
postsinapticamente en células piramidales y otras neuronas (Xia y cols.,
2003), y también se han implicado en la etiopatogenia de la esquizofrenia
(Bleich y cols., 1988; Breier,1995; Roth y Meltzer, 1995; Abi-Dargham,

2007).
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En humanos, los resultados son contradictorios, encontrandonos
con estudios que observan un descenso en el ARNm del D2 en la CPF
de los pacientes esquizofrenicos (Knable y cols., 2001), mientras que otro
estudio mostré un incremento (Tallerico y cols., 2001).

La disfuncién dopaminérgica en CPF se ha descrito como uno de
los factores responsables de algunas manifestaciones comportamentales
de la esquizofrenia (Weinberger 1987 andWillner 1997), y tendria su
equivalente en las alteraciones descritas en las ratas LNHV.

Se sabe que el efecto terapéutico de la RISP esta mediado por
una combinacién entre un antagonismo con una afinidad muy elevada por
los receptores 5-HT2a, ¥ una ocupacién parcial de los receptores D2 y que
no es nhecesaria una elevada ocupacién de los receptores
dopaminérgicos D2 para el efecto antipsicético de la RISP (Leysen y cols.,
1993; Schotte y cols., 1996), lo que podria explicar nuestros resultados.

Podemos concluir que el modelo desarrollado, simula algunas
deficiencias cognitivas y sensoriomotoras observado frecuentemente en
los pacientes esquizofrénicos, y puede emplearse para validar diferentes
tratamientos de neurolépticos. Al no existir diferencias morfolégicas
apreciables, hemos de ampliar el estudio de los cambios moleculares
producidos para explicar la génesis de las alteraciones conductuales

observadas.
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Conclusiones

1. Hemos estandarizado en nuestro laboratorio el modelo de lesién
neonatal del hipocampo ventral, uno de los modelos de esquizofrenia
experimental mas reconocido por la comunidad cientifica, que
responde a los criterios de validez de los modelos animales de las

enfermedades psiquiatricas.

2. Los animales lesionados no modifican la respuesta de sobresalto
pero si su inhibicidon por un estimulo previo en la edad adulta, que se

ve disminuida.

3. Los animales lesionados muestran una mayor respuesta al estrés,
mayor hiperactividad y una disminucion drastica de los procesos de

aprendizaje condicionado y de las respuestas motoras involuntarias.

4. La administracion de la risperidona a una dosis de 2 mg/kg/dia
durante 65 dias a partir del dia 35 postnatal no produce cambios
significativos en ninguno de los parametros conductuales estudiados

en los animales usados como controles.

5. La administracion de risperidona a los animales lesionados
incrementa la inhibicion por estimulo previo y reduce su
hiperactividad, auque no mejora su mermada capacidad de

aprendizaje.

6. Los animales lesionados mostraron un descenso en los receptores
dopaminérgicos D, tanto en corteza prefrontal como en hipocampo, y
un descenso de los serotoninérgicos 5-HT,a en la corteza prefrontal,

que revierten con la administracion de risperidona.

7. Los animales lesionados presentan una significativa disminucion de la
lipdlisis basal, que no se modifica por la administracién cronica de

risperidona.

8. La administracién crénica de risperidona aumenta la tasa lipolitica en las

ratas falsas lesionadas
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Anexos

ANEXO |

Los criterios internacionales de diagnéstico de Esquizofrenia, acorde al DSM-IV TR y el
CIE-10, son los siguientes:

A. Sintomas caracteristicos: dos (0 mas) de los siguientes sintomas durante al
menos 6 meses, exhibiendo al menos 1 mes sintomas activos (menos tiempo si se
recibe el tratamiento apropiado):

1. Ideas delirantes,

2. alucinaciones,

3. lenguaje desorganizado,

4. comportamiento desorganizado o cataténico (frecuente descarrilamiento o
incoherencia),

5. sintomas negativos (aplanamiento afectivo, alogia o abulia)

El criterio A puede ser suficiente per se para el diagnéstico cuando las ideas
delirantes son extrafias, o las alucinaciones consisten en voces que hacen un
comentario reiterado sobre los actos y pensamientos del paciente, o son dos o mas
voces que dialogan entre ellas.

B. Disfuncién social/ocupacional: Una o mas areas del funcionamiento como el
trabajo, relaciones interpersonales o el cuidado de uno mismo estan indudablemente
deterioradas en comparacion con lo que sucedia antes del inicio de los sintomas activos.
Si la enfermedad empieza en la infancia o adolescencia, existe un fracaso en los niveles
interpersonales, académicos u ocupacionales.

C. Duracion: Sintomas de la enfermedad durante al menos 6 meses con al menos 1
mes de sintomas activos (menos tiempo si se recibe tratamiento apropiado). Puede
incluir los periodos prodromicos y con sintomatologia residual, en los cuales la evidencia
del trastorno se da unicamente mediante sintomas negativos o dos o mas de los
sintomas enumerados en el criterio A, pero de forma atenuada (por ejemplo,
pensamientos raros, percepciones inusuales).

D. Exclusién de trastorno esquizoafectivo o trastornos del humor: Se ha de hacer el
diagndstico diferencial con el trastorno de personalidad esquizoafectivo y también con
trastornos del humor mediante los siguientes criterios (1) el paciente no ha tenido ningun
episodio de depresidn mayor, mania, o episodios mixtos durante la fase activa de la
enfermedad o (2), si el paciente ha tenido algun de estos episodios durante la fase activa
de la enfermedad, éstos han sido de corta duracién, en comparaciéon con la duraciéon
total del periodo activo y residual.

E. Exclusiéon de abuso de sustancias u ofra condicion médica: El trastorno no es
debido a los efectos fisiologicos directos de una sustancia (abuso de drogas,
medicacion), ni debido a patologia médica subyacente.

F. Relacionado con un trastorno psiquiatrico del desarrollo; Si existe historia
documentada de autismo u otro trastorno del desarrollo, el diagnéstico adicional de
esquizofrenia se hace solamente si ocurren delirios y alucinaciones durante al menos un
mes (0 menos, si son debidamente tratadas).

Ningun sintoma es patognomoénico de esquizofrenia. El diagndstico se hace mediante
una constelacién de signos y sintomas asociados a un deterioro del funcionamiento
social y ocupacional.

Clasificacién de la evolucion longitudinal (s6lo se puede aplicar después de haber
trascurrido por lo menos 1 afo a partir del inicio de los sintomas de la fase activa):

. Episddica con Sintomas Residuales Interepisédicos (los episodios se definen por
la reaparicion de sintomas psicoticos destacados); Especificar también si: Con sintomas
negativos predominantes.

. Episddica sin Sintomas Residuales Interepisodicos

* Continua (los sintomas psicéticos dominantes estan presentes durante el

periodo de observacion); Especificar también si: Con sintomas negativos
predominantes.

. Episodio unico en remision parcial.

. Episodio unico en remision completa

*  Otro patrén sin especificacion.
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ANEXO Il

llI- Protocolo para la visualizacién de parvoalbumina (PV28)

1. Tres lavados de 10 minutos de duracion en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

2. Bloqueo del marcaje inespecifico mediante incubacién, durante 1 hora, con suero
fetal de cabra 5% en una solucion TBS-Tx.

3. Incubacién, durante 48 horas a 4° C, con el anticuerpo primario anti-PV28 obtenido
en conejo (dilucion 1/5000) en una solucion TBS 0,05 M + 10% SFV + 0,5% Tx.

4. Tres lavados de 10 minutos en una solucion TBS 0,5 M a pH 8.

Un lavado de 15 minutos en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

6. Incubacion, durante 120 minutos a temperatura ambiente, con el anticuerpo
secundario biotinado anti-conejo producido en cabra (dilucién 1/200) en una
solucion TBS-Tx 0,05 M pH 8.

7. Tres lavados de 10 minutos en una solucién TBS 0,5 M a pH 8.

8. Dos lavados de 10 minutos en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

9. Incubacién, durante 90 minutos a temperatura ambiente, con el complejo ABC
(segun las especificaciones del fabricante) disuelto en TBS-Tx a pH 8.

10.Dos lavados de 10 minutos en una soluciéon TBS 0,5 M a pH 8.

11.Dos lavados de 10 minutos en una solucién Tris HCL (Tris[hidroximetilJaminometano,
50 mM) a pH 8.

12.Incubacion entre 10 y 15 minutos en una solucion de DAB 0,016% y H,0, 0,006% en
Tris HCL 0,05 M a pH 8.

13.Dos lavados de 10 minutos en una solucion Tris HCl a pH 8.

ul

lll- Protocolo para la visualizaciéon de la proteina FOS

—_

. Tres lavados de 10 minutos de duracién en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

2. Bloqueo del marcaje inespecifico mediante incubacién, durante 1 hora, con suero
fetal de cabra 5% en una solucion TBS-Tx.

3. Incubacién, durante 48 horas a 4° C, con el anticuerpo primario anti-FOS obtenido

en conejo (dilucion 1/2500) en una solucion TBS 0,05 M + 10% SFV + 0,5% Tx.

. Tres lavados de 10 minutos en una solucién TBS 0,5 M a pH 8.

Un lavado de 15 minutos en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

Incubacién, durante 120 minutos a temperatura ambiente, con el anticuerpo

secundario biotinado anti-conejo producido en cabra (dilucién 1/200) en una

solucion TBS-Tx 0,05 M pH 8.

7. Tres lavados de 10 minutos en una solucién TBS 0,5 M a pH 8.

8. Dos lavados de 10 minutos en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

9. Incubacién, durante 90 minutos a temperatura ambiente, con el complejo ABC
(segun las especificaciones del fabricante) disuelto en TBS-Tx a pH 8.

10.Dos lavados de 10 minutos en una soluciéon TBS 0,5 M a pH 8.

11.Dos lavados de 10 minutos en una solucién Tris HCL (Tris[hidroximetilJaminometano,
50 mM) a pH 8.

12.Incubacion entre 10 y 15 minutos en una solucién de DAB 0,016% y H202 0,006% en
Tris HCL 0,05 M a pH 8.

13.Dos lavados de 10 minutos en una solucion Tris HCl a pH 8.

o
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IV- Protocolo para la visualizacion de CaBP d28K

—_

. Tres lavados de 10 minutos de duracién en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

2. Bloqueo del marcaje inespecifico mediante incubacién, durante 1 hora, con suero
fetal de cabra 5% en una solucion TBS-Tx.

3. Incubacién, durante 48 horas a 4° C, con el anticuerpo primario anti-CaBP obtenido
en conejo (dilucion 1/10000) en una solucion TBS 0,05 M + 10% SFV + 0,5% Tx.

4. Tres lavados de 10 minutos en una solucion TBS 0,5 M a pH 8.

Un lavado de 15 minutos en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

6. Incubacion, durante 120 minutos a temperatura ambiente, con el anticuerpo
secundario biotinado anti-conejo producido en cabra (dilucién 1/200) en una
solucion TBS-Tx 0,05 M pH 8.

7. Tres lavados de 10 minutos en una solucién TBS 0,5 M a pH 8.

8. Dos lavados de 10 minutos en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

9. Incubacién, durante 90 minutos a temperatura ambiente, con el complejo ABC
(segun las especificaciones del fabricante) disuelto en TBS-Tx a pH 8.

10.Dos lavados de 10 minutos en una soluciéon TBS 0,5 M a pH 8.

11.Dos lavados de 10 minutos en una solucién Tris HCL (Tris[hidroximetilJaminometano,
50 mM) a pH 8.

12.Incubacion entre 10 y 15 minutos en una solucién de DAB 0,016% y H,0, 0,006% en
Tris HCL 0,05 M a pH 8.

13.Dos lavados de 10 minutos en una solucion Tris HCl a pH 8.

ul

VII- Protocolo para la visualizacion de GFAP

—_

. Tres lavados de 10 minutos de duracién en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

2. Bloqueo del marcaje inespecifico mediante incubacién, durante 1 hora, con suero
fetal de cabra 5% en una solucion TBS-Tx.

3. Incubacién, durante 48 horas a 4° C, con el anticuerpo primario anti-GFAP obtenido

en conejo (dilucion 1/500) en una solucion TBS 0,05 M + 10% SFV + 0,5% Tx.

. Tres lavados de 10 minutos en una solucién TBS 0,5 M a pH 8.

Un lavado de 15 minutos en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

Incubacién, durante 120 minutos a temperatura ambiente, con el anticuerpo

secundario biotinado anti-conejo producido en cabra (dilucién 1/200) en una

solucion TBS-Tx 0,05 M pH 8.

7. Tres lavados de 10 minutos en una soluciéon TBS 0,5 M a pH 8.

8. Dos lavados de 10 minutos en una solucion TBS 0,05 M a pH 8.

9. Incubacién, durante 90 minutos a temperatura ambiente, con el complejo ABC
(segun las especificaciones del fabricante) disuelto en TBS-Tx a pH 8.

10.Dos lavados de 10 minutos en una soluciéon TBS 0,5 M a pH 8.

11.Dos lavados de 10 minutos en una solucién Tris HCL (Tris[hidroximetilJaminometano,
50 mM) a pH 8.

12.Incubacion entre 10 y 15 minutos en una solucién de DAB 0,016% y H,0, 0,006% en
Tris HCL 0,05 M a pH 8.

13.Dos lavados de 10 minutos en una solucion Tris HCl a pH 8.

o
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IX- Protocolo para la coloraciéon de Nissl

1. Colocar en alcohol 95 % durante 5 min.

2. Colocar en alcohol 70 % durante 1 min.

3. Colocar en alcohol 50 % durante 1 min.

4. Colorear en la SOLUCION DE VIOLETA DE CRESILO entre 2 y 5 min.
5. Lavar el exceso de colorante en agua destilada.

6. Colocar en alcohol acético entre 4y 10 min.

7. Colocar en alcohol 95 % durante 1 min.

8. Colocar en alcohol 100 % durante 1 min.

9. Aclarar en xileno.

10.Cubrir con Entellan Neu (Merck, Darmstadt, Alemania).

SOLUCION DE VIOLETA DE CRESILO:

Cresil Fast Violet -----------sommommonmannans 5¢g
Agua destilada*® ---------=--s--sommonone 800 ml
Alcohol absoluto -------=--==--smnenuans 200 ml

Afadir 1 ml de acido acético cada 200 ml de solucion.

* calentar hasta 50° C el agua destilada para facilitar la disolucion del Cresil Fast
Violet, luego esperar que se enfrie para anadir alcohol absoluto.

X- Listado de compuestos y reactivos utilizados en el trabajo

Referencia Compaiia

Complejo avidina biotina POD, ABC Kit® PK-4000 ©Vector
Anticuerpos Animal productor Referencia Compania
Anti-CaBP Conejo CB 28 k Swant
Anti-PV Conejo PV 28 Swant
Anti-GFAP Conejo 08-0063 Zymed
Anti-FOS Conejo SC 52 Santa Cruz Biotechnology
Anti-1gG de conejo Cabra BA-1000 ©Vector
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compuestos quimicos Férmula Referencia Compania
Acido clorhidrico, 35% HCl 319 ©Merck
Carbogeno (gas) C0,/0 ©Espaniola
de oxigeno
Carbonato sodico NaHCO; 6329 ©Merck
Cloruro potasico KCl 4936 ©Merck
Cloruro sodico NaCl 6404 ©Merck
3,3’ Diaminobencidina D-9015 ©Sigma
Disodio hidrogenofosfato Na;HPO, 6586 ©Merck
anhidro
Entellan®neu 7961 ©Merck
Etanol C,H,O E-08110 ©Panreac
Gelatina 4078 ©Merck
Hidroxido sodico NaOH 28245298 ©Prolabo
Niguel amoniosulfatoso Ni(NH4)2(504),6H,0 464545 ©Farmitalia
CarloErba
Paraformaldehido (CH,0), 28794295 ©Prolabo
Peroxido de hidrogeno, 30% H,0, 8597 ©Merck
Sacarosa C12H2,044 27478296 ©Prolabo
Sodio hidrégenofosfato NaH,PO4 HO, 6346 ©Merck
monohidrato
Triton® X-100 C34H 62011 860 ©Merck
Trizma®, Tris[hidroximetil] C4H11NO; T-8524 ©Sigma
aminometano
Violeta de cresilo C-1791 ©Sigma
Xileno 131769 ©Panreac
Compaifias suministradoras
©Chemicon Temecula, CA USA
©Espanola de oxigeno Valladolid Espana
©Farmitalia Carlo Erba Milan Italia
©Merck Darmstadt Alemania
©Molecular Probes Eugene, OR USA
©Probus Barcelona Espana
©Prolabo Barcelona Espana
©Sigma Madrid Espana
©Vector Burlingame, CA USA
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