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Resumen

El sindrome de esquizofrenia es un problema de salud publica que afecta al menos al 1% de
la poblacion mundial. Es un sindrome neurodegenerativo que afecta las funciones mentales
superiores y el estado de &nimo, provocando una marcada disfuncion social y laboral. El
costo para la sociedad de esta enfermedad se estima en miles de millones de dolares. Dentro
de las afectaciones anatomica cerebrales que se han observado en estos pacientes son
reducciones en los I6bulos temporales, disminucién en el nimero de neuronas que las
conforman, alteracion en la actividad eléctrica, lo cual se traduce en sintomas como
alteraciones en la produccion y comprension lingistica, alucinaciones auditivas tales como

susurros, zumbidos o golpeteo y problemas en el procesamiento de informacion auditiva.

Los modelos animales para el estudio de trastornos psiquiatricos son de gran importancia
ya que a través de estos se puede estudiar las bases neurobioldgicas subyacentes a los
sintomas reportados por los pacientes. ElI modelo animal de neurodesarrollo de
esquizofrenia mas caracterizado hasta el momento es el de la lesién neonatal del hipocampo
ventral (LnHV). Esta lesion induce en la rata una serie de cambios conductuales,
moleculares, fisioldgicos y electrofisioldgicos, semejantes a los observados en pacientes
con trastorno esquizofrénico. Existen escasos estudios sobre la fisiopatologia del dafio en la
corteza temporal causado por la esquizofrenia, por lo que la presente tesis tuvo como
objetivo determinar las alteraciones en la corteza temporal de la rata adulta causadas por la

lesion neonatal de hipocampo ventral y sus implicaciones en la esquizofrenia.

A través de dos grupos, uno control (lesion falsa) y el grupo experimental (LnHV), se
obtuvo potenciales provocados auditivos al estimular biauralmente la via auditiva de las
ratas con clics a diferente niveles de intensidad (70, 80, 90, 100, 110, 115 y 120 Db).
Ademas, a través de la técnica de estereologia se estimo la densidad de neuronas y celulas

gliales de la corteza temporal primaria y secundaria.

Encontramos que las ratas con LnHV exhiben una disminucion significativa en la
amplitud de los potenciales provocados auditivo, una reduccién en el nimero de neuronas

\



que conforman la region estudiada y un aumento en las células gliales. Nuestros resultados
rugieren que la LnHV provoca una inapropiada inervacion de la via talamico cortical,
provocando una alteracion en la funcional en las vias corticales que procesan la
informacién auditiva. Ademas nuestros resultados sugieren una correlacion significativa
entre la disminucién del potencial provocado auditivo y la disminucién de las neuronas que
conforman el 16bulo temporal de la rata con LNHV. Estos resultados son consistentes a lo
observado con humanos, y arrojan informacion novedosa sobre la implicacion

neuroanatomia de los I6bulos temporales de esta enfermedad.

Vi
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1. Introduccion.

1.1. Esquizofrenia.

El sindrome de esquizofrenia se ha convertido en un problema de salud publica ya que
afecta al 1% de la poblacion mundial. En México se estima que aproximadamente existen
700 mil pacientes con esta condicion (Frenk y cols.,, 2002). Es un sindrome
neurodegenerativo, definido como “la disociacion de los procesos del pensamiento y la
ruptura entre pensamiento, emocién y comportamiento” (Silva-Gémez, 1998). Estos signos
y sintomas estan asociados a una marcada disfuncion social o laboral. Debido a que la
etiologia y fisiopatologia de este sindrome son aln desconocidas, esta es una enfermedad
de mayor interés cientifico, donde se ha intentado esclarecer el funcionamiento del cerebro

de estos pacientes.

1.2 Fenomenologia y Cuadro Clinico.

Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad han sido conceptualizados en tres
principales categorias: psicoticos o “positivos”, déficit o “negativos” y de discapacidad
cognitiva o “cognitivos” (Tabla 1). Estos se presentan en la adolescencia o la adultez
temprana. Los sintomas son conceptualizados de esta forma de acuerdo a los efectos que
provoca la dopamina en el sistema nervioso central. Especificamente, los sintomas
positivos incluyen a las alucinaciones, delusiones y a el pensamiento desorganizado. Estos
se encuentra fuertemente relacionado a una hiperactividad de las proyecciones subcorticales
mesolimbicas de la dopamina. Los sintomas negativos tienen que ver con diversos déficits
en la afectividad tal como; el aplanamiento, la apatia, el lenguaje pobre, la anhedonia y el
aislamiento. Estas conductas se encuentran asociadas a una hipoactividad dopaminérgica de
las proyecciones mesocorticales a la corteza prefrontal, resultando una hipoestimulacién de
los receptores D1, provocando ademas de los sintomas negativos, sintomas cognitivos
(Skrabalo, 1999). Estos ultimos tienen que ver con deéficits en la atencion y memoria
(Pycock y cols., 1980).



Ademas se ha probado que los pacientes con esquizofrenia presentan hiperactividad
colinérgica, responsable en parte de los sintomas negativos, mientras que la hipoactividad
colinérgica es considerada como parte de la fisiopatologia de los sintomas positivos de la
esquizofrenia. [Estas desregulaciones producen un predominio de la actividad
dopaminérgica por encima de la actividad colinérgica (Tracy y Moncaco, 2001), lo que

provoca las alteraciones cognitivas y afectivas antes mencionadas.

Clasificacion Sintoma

e Ideas delirantes

e Alucinaciones

Sintoma Positivo e Lenguaje desorganizado

e Comportamiento gravemente

desorganizado

e Aplanamiento afectivo
] _ e Alogia

Sintomas negativos )
e Abulia

e Perdida de motivacion

e Problemas de atencion
Déficits cognitivos e Problemas de memoria

¢ Dificultad para concentrarse

Tabla 1. Clasificacion de sintomas caracteristicos de la esquizofrenia (Tomado de Lewis, 2000).

1.3 Factores predisponentes de la esquizofrenia.

Si bien no se sabe la causa de esta enfermedad, se ha propuesto un origen multifactorial que
afecta a los procesos de neurodesarollo. Tales como; factores de tipo biologico (genético),

bioquimicos, psicologicos y ambientales.



A) Factores genéticos.

Cabe mencionar que la expresion genética de este sindrome esta estrechamente relacionada
con factores ambientales. En andlisis humanos post-mortem se han atribuido al menos 25
genes en la expresion de esta patologia, principalmente genes involucrados en la plasticidad
sinaptica, desarrollo neuronal, neurotransmisién y transduccion de sefiales que son

alterados en los niveles de expresion (Choy Wong y Van Tol, 2003).

B) Factores ambientales.

Cannon y cols.,, (2002) demostraron que algunas complicaciones obstétricas estan
relacionadas con la manifestacion de la esquizofrenia. Por ejemplo: complicaciones durante
el embarazo, el desarrollo fetal y complicaciones en el parto. Asi mismo, se ha demostrado
una estrecha relacion entre la hipoxia fetal y la poda sinaptica prematura lo que ocasiona
anormalidades estructurales del cerebro en los pacientes con ataques esquizofrénicos
tempranos (Rosso y cols., 2000). La hipoxia y la isquemia en bebés prematuros puede
causar hemorragias intra y periventriculares con consecuencias a largo plazo en el
alargamiento ventricular, disminuyendo el volumen del hipocampo y alterando el cuerpo

calloso (Van Erp y cols., 2002).

c) Factores psicoldgicos.

Tiene que ver con aquellas experiencias psicoldgicas que afectan procesos de
neurodesarollo en los ultimos estados del modelado cerebral. Tales como; traumas
emocionales infantiles, abuso infantil, exposicion a estrés crdnico infantil, violencia,
discriminacion por edad, sexo, apariencia, orientacion sexual, discapacidad, entre otros.
Diversos estudios han demostrados que estos eventos afectan el funcionamiento del eje
hipotdlamo pipituario adrenal (HPA) (Ver Tarullo y Grunnar 2006, De Bellis y cols., 1994
para revision). Este eje es el encargado de mediar respuesta fisioldgica al estrés psicologico
percibido, el eje HPA puede desencadenar una cascada de eventos que resultan en la
disfuncion de circuitos neuronales, tales como la sefializacion de la dopamina (Walker y
Diforio, 1997). Las hormonas liberadas por el estrés, especialmente el cortisol, provocan
efectos plasticos sobre el cerebro y el comportamiento. Esta evidencia sugiere que la

secrecion de glucocorticoides pueden aumentar la actividad de la dopamina en ciertas



regiones del cerebro, en particular, del sistema mesolimbico (Ver Van Winkel y cols., 2009,

para revision).

1.4 Alteraciones en sistemas de neurotransmision.

Existen dos grandes hipdtesis relacionadas a las alteraciones neuroquimicas de la
esquizofrenia. La hipétesis dopaminérgica, la cual sefiala que los sintomas positivos de la
esquizofrenia son derivados de una sobreactividad de este neurotransmisor, especificamente
de las proyecciones mesencefalicas hacia el estriado limbico. Este puede surgir debido al
exceso de dopamina o a una elevada sensibilidad de los receptores. La hipotesis es
sustentada con el descubrimiento de que los farmacos antipsicoticos son efectivos a
antagonistas de receptores D> y a farmacos que liberan dopamina (Roberts y cols., 1997).
Ademas, agonistas de dopamina indirectos como la L-dopa, cocaina y anfetamina, pueden
inducir psicosis en sujetos sanos y, a muy bajas dosis, provocan sintomas psicéticos en

esquizofrénicos.

En la hipotesis glutamatérgica, este trastorno tiene su etiologia al presentarse una
hipoactividad en la neurotransmision glutamatérgica. EI glutamato es el neurotransmisor
usado en la mayoria de las sinapsis excitadoras del sistema nervioso central (SNC) de los
mamiferos. Este en edades tempranas participa en la formacion del sistema nervioso,
maduracion neuronal, en la formacion y eliminacion de sinapsis y en la formacién de
patrones precisos de conectividad sinaptica. En estudios post-mortem de pacientes
esquizofrénicos se ha encontrado una deficiencia en el transportador de glutamato y
decremento en receptores NMDA (Hirsch y cols., 1997). Ademas, se observado que
algunos anestésicos disociativos como la feniciclidina (PCP) y la ketamina (antagonistas a
receptores tipo NMDA) pueden causar sintomas psicoticos en humanos sanos y los
exacerban en personas con esquizofrenia. La hipofuncion de NMDA en vias de asociacion

cortical podria ser responsable de varios sintomas negativos y otros cognitivos.

Si bien a lo largo del tiempo estas dos hipotesis han sido bien aceptadas y documentadas, se

ha sumado evidencia de alteraciones en otros tipos de sistemas de neurotransmision tales



como el sistema gabaérgico. En el cerebro de estos pacientes se ha detectado una
disminucion de la liberacion y recaptura de GABA, de la densidad del transportador de
GABA vy de los niveles de la enzima acido glutamico descarboxilasa, especificamente en la
corteza prefrontal (Guidotti y cols., 2000). Cabe mencionar que en periodos gestacionales
la reelina es secretada por interneuronas GABAGérgicas corticales y esta proteina es crucial
para procesos de migracion neuronal y posicionamiento en el desarrollo cerebral.

Provocando asi alteraciones neurofuncionales y neuroanatémicas.

En la Tabla 2 se muestra un resumen de los principales cambios encontrados en los

sistemas de neurotransmision de los pacientes con esquizofrenia.

Neurotransmisor Alteracion Fendémeno
Aumento Receptores estriatales D2
Aumento Contenido y metabolismo de la dopamina
Aumento Transmision dopaminérgica estimulada por
Dopamina anfetamina
Disminucion Receptores D1 corticales
Aumento Receptores D3 corticales
Aumento Receptores D4

Disminucion | Expresion de receptores no-NMDA en la corteza
temporal y en hipocampo

Aumento Expresion cortical de algunas subunidades del
receptor NMDA
Glutamato
Aumento Recaptura de glutamato en corteza frontal
Disminucion Liberacion de glutamato cortical
Concentracion alterada de glutamato y sus
metabolitos
Serotonina Disminucion Receptores corticales 5-HT2A




Aumento Recetores corticales 5-HT1A

Concentraciones de 5-HIAA en liquido
cefalorraquideo asociadas a sintomas negativos

Disminucion Liberacion y recaptura de GABA

Disminucion Niveles de la enzima &cido glutamico

GABA decarboxilasa y GAD67

Aumento Subunidad alfa receptor GABA-A

Tabla 2. Cambios encontrados en el sistema de neurotransmisores del cerebro de pacientes con
esquizofrenia (modificado de Miyamoto y cols., 2003)

1.5 Hipdtesis de desconectividad cortical.

La mayoria de las investigaciones de la fisiopatologia de la esquizofrenia se centran al
sistema limbico, debido a la fuerte relacion de este y la expresion de los sintomas de esta
enfermedad, sin embargo, se han propuesto cuatro hipétesis para describir el origen de la
esquizofrenia, donde se involucra a otros circuitos como lo son la corteza cerebral
(Andreasen, 2000).

La primera hipétesis considera la etiologia de esta como multifactorial, por lo que se
sugiere que se relaciona con los procesos de maduracion y desarrollo cerebral, dichos
procesos ocurren en el humano hacia el segundo trimestre de gestacion y hasta la etapa de
adulto joven. La edad a la que normalmente se presentan los sintomas de la esquizofrenia es
desde la pubertad y hasta los 28 afios que corresponde a la etapa en la cual se alcanza la
madurez cerebral. De aqui se deriva la segunda hipotesis la cual sefiala que la etiologia de
la esquizofrenia involucra el proceso del neurodesarrollo en los ultimos estados del
modelado cerebral y este proceso se da de manera dependiente de la actividad de los
circuitos neuronales, por ejemplo por las experiencias psicologicas que afectan la
plasticidad cerebral (Andreasen, 1997). Las anormalidades en el sistema nervioso central
(SNC) que se han identificado en la esquizofrenia con técnicas que van desde la
neuropatologia hasta la neuroimagen han incluido un amplio nimero de regiones del SNC
entre las que se encuentran: la corteza frontal, la corteza temporal, el tdlamo, el hipocampo,

amigdala, ganglios basales y hasta el cerebelo. Lo anterior indica que la etiologia de esta
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enfermedad no esta circunscrita a una sola region cerebral dando lugar a la tercera hipotesis

que considera su origen en el desarrollo de las conexiones neuronales.

Especificamente, la hipotesis de desconectividad cortical estd tomando relevancia para
explicar los sintomas y deficits del procesamiento de informacion esta enfermedad mental.
Esta hipotesis plantea un trastorno de desconectividad anatomica de multiples circuitos
corticales tales como: prefronto-talamico-estriatal, prefronto-temporal, prefronto-talamico-

cerebelosa, prefronto-parietal.

La hipdtesis de desconexion indica que la esquizofrenia se puede entender como un fracaso
de la integracion funcional en el cerebro. La integracion funcional se refiere a las
interacciones de los sistemas funcionalmente especializados, es decir, las poblaciones de
neuronas, las areas corticales y sub-areas, que se requieren para la integracion adaptativa
sensomotora, sintesis de la percepcion y la cognicion. La integracién funcional es mediada
por la influencia que la dinamica o la actividad neuronal que un sistema ejerce sobre el otro
y por lo tanto se basa en las conexiones entre ellos. El patrén de la conectividad esta, a su
vez, en funcion de la epigenética, la actividad y la plasticidad dependiente de la experiencia
(Serra-Gonzales, 2012).

1.6 Neuroanatomia patologica de la esquizofrenia.
Se han encontrado alteraciones neuroanatomicas en los pacientes con esquizofrenia tales
como alargamiento ventricular, reduccion en el volumen y peso cerebral. Estudios de
neuroimagen han implicado al hipocampo, la corteza prefrontal y corteza temporal superior
y al talamo. También se ha encontrado una reduccion del grosor de la corteza cerebral, el
namero de giros, la apariencia hipocampal y en la simetria cerebral (ver Harrison y
Weinberger, 2005, para revision). Por otra parte se han detectado anomalias en el 16bulo
temporal medial lo que incluye a la amigdala, hipocampo Yy circunvolucion
parahipocampal. EI mismo fenémeno fue observado en la circunvolucion temporal
superior, en el I6bulo parietal, en particular, el I6bulo parietal inferior y sus subdivisiones
de la circunvolucion angular y de la circunvolucion supramarginal y regiones cerebrales
subcorticales incluyendo el cerebelo, los ganglios basales, el cuerpo calloso y el tdlamo

(Harrison 1999). Las anomalias estructurales y funcionales en el cerebro de dichos



pacientes son heterogéneas, de forma similar a la heterogeneidad de los sintomas

cognitivos, conductuales y emocionales de este trastorno.

1.7 Sistema limbico e hipocampo.

La esquizofrenia tiene su etiologia basada en gran medida en el sistema limbico, el cual esta
conformado por un conjunto de estructuras cerebrales interconectadas cuya funcion es
gestionar respuestas fisioldgicas ante estimulos emocionales. Este sistema esta relacionado

con la memoria, atencion, instintos sexuales y la conducta (Carlson, 2006).

En la Fig. 1 se muestra un esquema sobre las estructuras que conforman este sistema y su
relacion entre si mediante los diversos tipos de sistemas de neurotransmision implicados.
La corteza prefrontal media (CPFm), el hipocampo y la amigdala envian proyecciones al
nucleo accumbens (NAcc), éste por un lado proyecta conexiones GABAEérgicas hacia el
area ventral tegmental (AVT) que a su vez envia aferencias de vuelta a aquéllas estructuras
de tipo dopaminérgicas; por otro lado, el NAcc tiene dos principales salidas que son
proyecciones GABAGérgicas, hacia el palido ventral (PV) y al AVT. El PV envia eferencias
GABAérgicas al tallamo medio dorsal (MD) y éste envia proyecciones glutamatérgicas de

vuelta al NAcc y a la CPFm cerrando asi el circuito limbico (Heimer, 2003).



---- Vlia Glutamatérgica
---- \lia Dopaminérgica
Via Gabaérgica

Fig. 1 Esquema representativo de las estructuras y proyecciones del sistema limbico (Modificado
de Pierce, 2006).

Por otra parte, diversos estudios postmortem han mostrado que el volumen de la formacion
amigdalo-hipocampal en pacientes esquizofrénicos es significativamente méas pequefio que
en pacientes control (Goldman y cols., 2007). Esta anormalidad del hipocampo se ha
detectado en pacientes vivos mediante técnicas cuantitativas de fMRI. Asi como,
desorganizacién de la capa de células piramidales del hipocampo. La formacién
hipocampal incluye tres divisiones citoarquitectonicamente distintas: la circunvolucion
dentada, el hipocampo y el subiculo. ElI hipocampo se puede dividir en tres regiones
separadas, basandose en su tamafio y las conexiones de las células piramidales que residen
en ellas CAl, CA2 y CA3 (Kandel, 2000).

Las areas corticales limbicas incluyen, las circunvoluciones orbitales mediales del 16bulo
frontal, la circunvolucion del cingulo en los l6bulos frontal y parietal, la circunvolucién
parahipocampal en el I6bulo y la corteza temporal. Las areas corticales limbicas reciben
conexiones de las areas sensoriales de orden superior del I6bulo temporal, asi como de la

corteza de asociacion prefrontal y el area parieto-témporo-occipital de asociacion.



1.8 Alteraciones en Corteza Temporal

Por otra parte, se han propuesto cambios en la corteza temporal de los pacientes con
esquizofrenia, los cuales estdn asociados con el deterioro del lenguaje y con las
alucinaciones. Las areas de la corteza temporal intervienen en el procesamiento de la
informacién auditiva y del lenguaje (Ortufio, 2010). A través de estudios de MRI se ha
detectado en pacientes con esquizofrenia, reducciones de hasta el 15% en el volumen de los
I6bulos temporales principalmente de la corteza auditiva primaria (para revision, Smiley,
2009).

Giro temporal superior

Una de las regiones temporales mas comunmente implicada en la esquizofrenia es el giro
temporal superior (Shenton y cols., 2001), que comprende el cortex auditivo y el planum
temporal (GTS posterior). La literatura ha descrito frecuentemente una pérdida de volumen
del GTS mas pronunciada en el lado izquierdo (Shenton y cols., 1992; Barta y cols., 1990),
area relacionada con el procesamiento linglistico y auditivo (Galaburda y cols., 1978), a
menudo afectados en la esquizofrenia. La reduccion del volumen del GTS izquierdo ha sido
relacionada con alucinaciones auditivas (Levitan y cols., 1999), asi como con trastornos del

pensamiento y del lenguaje (Vita y cols., 1995).

Giro de Heschl

Otra de las regiones es el giro de HG, el cual corresponde a las areas 41 y 42 segun
Broadmann de la corteza cerebral, corresponde al area auditiva primaria. Nos permite el
sentido de la audicion mediante las aferencias taldmicas del geniculado medial. La
estimulacion de esta area produce sensaciones auditivas burdas, como susurros, zumbidos o
golpeteo, alucinaciones tipicas en la esquizofrenia debidas a alteraciones en la asimetria de
estos giros (Gur y cols., 1995).

Planum temporal

El planum temporal es la estructura cerebral mas asimétrica del cerebro humano, siendo

mas grande en el hemisferio izquierdo en la mayor parte de los individuos (Galaburda y

10



cols., 1978). Los estudios en esquizofrenia del planum temporal demuestran su reduccion o
una inversién en su asimetria izquierda (McCarley y cols., 1999; Shapleske y cols., 1999).
La comprension y produccion lingdistica, ha sido correlacionada en la esquizofrenia con los

trastornos del pensamiento (Petty y cols., 1995).

Otra evidencia de la afectacion de la corteza temporal en la esquizofrenia son los estudios
de densidad neuronal realizados por Smiley y cols., (2007) donde evaluaron el grosor de la
corteza auditiva en cerebros postmorten encontrando una reduccion significativa del 7%
respecto a las muestras controles. Estos cambios se observaron principalmente en las capas
superiores de la corteza cerebral. Asimismo, se ha observado una disminucion del 13% en
el volumen de neuronas piramidales de la capa Ill de la corteza auditiva primaria y de
asociacion (Sweet y cols., 2004). Estos cambios son similares a los observados en la

corteza prefrontal de estos pacientes.

Se desconoce si estas alteraciones en la corteza temporal estan relacionadas con estructuras
subcorticales mas profundas que estén relacionadas con la via auditiva. La entrada de
informacion al sistema auditivo es a través del oido. En este 6rgano ocurre el proceso de
transduccion de la informacion derivada del exterior. El oido esta dividido en tres partes,
oido externo el cual canaliza la energia acuUstica. El oido medio, que transforma dicha
energia en energia mecanica. El oido interno, donde se realiza la transformacion de energia

mecéanica en impulsos eléctricos.

La via auditiva se interrumpe varias veces a lo largo de su trayecto, ya que establece
sinapsis en varios nucleos. Esto con una finalidad funcional, pues en cada sitio se analiza

aspectos diferentes del sonido.

El soma de las primeras neuronas se encuentra en el ganglio espiral de la céclea (Fig. 2),
son neuronas monopolares, de las que existen cerca de 30 mil en cada ganglio espiral. Estas
establecen sinapsis con las células ciliadas, las cuales se libera glutamato. Las
prolongaciones centrales de las neuronas ganglionares constituyen en VIII nervio craneal
por donde la informacion acustica viaja penetrando la cavidad craneal, atravesando el
conducto auditivo interno, introduciéndose al tronco del encéfalo, a nivel del surco

bulboprotuberancial. De manera bifurcada se establece sinapsis con las segundas neuronas
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ubicadas en los nacleos cocleares dorsal y ventral (Fig. 2). Estos nucleos se localizan en la
porcion mas alta de la medula oblonga, en la proximidad del &ngulo lateral del IV
ventriculo. Los axones que salen de las segundas neuronas forman tres tractos principales
(Fig 2). El tracto auditivo dorsal en el cual las fibras provienen del nudcleo coclear dorsal,
discurren cerca de la superficie del suelo del 1V ventriculo y, después de cruzar la linea
media, terminan en las neuronas de los ndcleos contralaterales del lemnisco lateral. El
segundo tracto auditivo es el tracto auditivo intermedio, donde las fibras proceden de
ambos nucleos cocleares, discurren oblicuamente por el tegmento del puente en un plano
intermedio y terminan en el ndcleo olivar superior de ambos lados. Finalmente el tercer
tracto del cuerpo trapezoide, se origina en el ndcleo coclear ventral, discurre
horizontalmente en el limite entre el pie y el tegmento del puente y termina en los ndcleos
del cuerpo trapezoide, situado por detrds y por delante del tracto homoénimo, y el nicleo

olivar superior. La mitad de sus fibras son cruzadas (Ojeda e Icardo, 2004).

Los tres tactos contienen fibras que siguen un camino ascendente hasta hacer sinapsis en el
coliculo inferior, formando wun tracto fuertemente mielinizado y organizado
tonotdpicamente, denominado lemnisco lateral (Fig. 2). Los cilindroejes originados en este
nicleo avanzan por el segmento sublenticular de la capsula interna formando las
radiaciones acusticas, para terminar finalmente en la corteza auditiva. La corteza auditiva se
sitta en el 16bulo temporal. El area auditiva primaria (A1) corresponde a las areas 41 y 42
de Brodmann. Inmediatamente por debajo de esta, y ocupando gran parte de la
circunvalacion temporal superior, se localiza el area auditiva secundaria (A2), que
corresponde al area 22 de Brodmann. La corteza auditiva de cada hemisferio recibe
informacion bilateral (Ojeda e Icardo, 2004).
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Fig. 2. Esquema de la via auditiva. En dicho esquema se presenta los nucleos y areas que
conforman la via auditiva (Hendelman y cols., 2006).

2. Modelos Animales en trastornos psiquiatricos.
Los modelos animales son de gran importancia dentro del estudio de trastornos
psiquiatricos. A través de estos se puede investigar las bases neurobioldgicas de dichos
fendmenos. Se puede realizar monitoreo invasivo de cambios estructurales y moleculares
gue subyacen la causa de estos trastornos. Asi como disefiar nuevos tratamientos

farmacolégicos (Jones y Cols., 2011).

Para que un modelo animal psiquiatrico pueda ser validado este debe cumplir con tres
principales criterios:
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1) Validez de cara: Poder simular la fenomenologia del trastorno psiquiatrico.

2) Validez de constructo o Etioldgica: Poder reproducir factores inductores
(mecanismos neurobioldgicos) de la enfermedad.

3) Validez predictiva: Poder replicar respuestas farmacoldgicas antes observadas en

pacientes. Desarrollar y validar nuevas farmacoterapias.

Para el estudio de la esquizofrenia se han desarrollado alrededor de 50 modelos animales,
los cuales pueden ser ampliamente agrupados en cuatro principales categorias; desarrollo,

farmacologicos, lesion y genéticos (Carpenter y Koening, 2008).

Dentro de los modelos de desarrollo se encuentran aquellos que tienen que ver con
alteraciones perinatales, tales como hipoxia al nacimiento. Respecto a los modelos
farmacoldgicos destacan la administracion de MK-801, anfetamina, apomorfina, PCP entre
otros. Dentro de los modelos genéticos encontramos el modelo de ratones knock-out,
DISC-1, ErbB4, Dyshindin entre otros (Jones y cols., 2011).

2.1 Modelo de lesion neonatal de hipocampo ventral.
El modelo animal de neurodesarrollo de esquizofrenia mas caracterizado hasta el momento
es el de la lesién neonatal del hipocampo ventral (LnHV). Este ha sido ampliamente
aceptado y reconocido como un modelo heuristico de dicha patologia. Fue postulado por
Lipska y Weinberger, (2002). Estos autores concibieron su modelo basados en los

siguientes fendmenos descritos en pacientes con esquizofrenia:

e Alteraciones en el sistema dopaminérgico.

e Estudios de Resonancia magnética nuclear (RMN) y tomografia que revelaron un
aumento ventricular y cambios en el hipocampo en estos pacientes.

e Estresores ambientales en el segundo y tercer trimestre de vida gestacional tales como:

complicaciones obstétricas, infecciones, desnutricién materna.

Resaltando que esta etapa es latente para la realizacion de interconexiones del hipocampo
con otras areas cerebrales. Lipska y Weinberger, (2002) utilizaron la técnica de lesion por
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medio del &cido iboténico (IBO) introducida por Schwarcz y cols. (1979). El IBO actla
como un potente neuroexcitador, su mecanismo de accion es a través de los receptores
postsindpticos NMDA (N-metil D-aspartato) localizados en las dendritas de la neurona,
permitiendo al Ca*? acceder al entorno intracelular, cuya entrada excesiva lleva finalmente

a la muerte de la neurona por excitotoxicidad a traves de procesos apoptoticos.

Se ha observado en ratas con LnHV afectaciones en mdultiples estructuras cerebrales, las
cuales incluyen; l6bulos frontal y temporal medial, estriado ventral y el sistema
mesocorticolimbico dopaminérgico. Esta lesion interrumpe el desarrollo de la extension del

circuito cortical y subcortical en el cual el hipocampo participa.

La LnHV produce anormalidades conductuales y bioquimicas similares a pacientes con
esquizofrenia (Tabla 3, Figura 3). Aungue los animales con esta lesidén parecen no presentar
anormalidades a la edad prepuber (35 DP), a edad puber (60 DP) si desarrollan problemas
de interaccion social (Becker y Grecksch, 2003), de conducta de busqueda-recompensa (Le
Pen y cols., 2002), decremento de la catalepsia inducida por el haloperidol, decremento a
las estereotipias inducidas por la apomorfina, déficit en el aprendizaje espacial, déficit en la
memoria de trabajo, alteracion de la actividad eléctrica cerebral (Chambers y cols., 1996).
Asimismo, estos animales han mostrado un deterioro en la inhibicion del pre-pulso (IPP)
(Le Pen y Moreau, 2002).

A continuacién se presenta una tabla que resume algunas de las alteraciones funcionales y

conductuales que se presentan en el modelo de lesion neonatal del hipocampo ventral y que

se encuentran fuertemente relacionadas con la sintomatologia propia de la esquizofrenia.
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Modelo de lesién en HV

Esquizofrenia

Cambios
conductuales

Hiperlocomocion al estrés

Déficit inhibicion del prepulso al susto
Déficit de Inhibicion Latente

Déficit en pruebas de alternaciones
retardadas

Reduccidn en contactos sociales
Déficits en conducta de aseo

Vulnerabilidad al estrés

Déficit inhibicion del prepulso al
susto

Déficit de Inhibicién latente.
Déficit en la memoria de trabajo.
Aislamiento social.

Problemas de aseo

Respuesta
farmacoldgica

Hiperactividad inducida por anfetamina
Estereotipias inducidas por apomorfina
Reduce la catalepsia al haloperidol
Hiperactividad inducida por MK-801 y
PCP

Incremento de sintomas por
agonistas dopaminérgicos.
Tolerancia a los neurolépticos.
Incremento de sintomas por
ketamina.

Cambios
moleculares en la
corteza prefrontal

RNAm GADG67

l Niveles NAA
RNAmM FNDC

Niveles NAA
RNAmM GADG67
RNAmM FNDC

Cambios en la
actividad eléctrica
cerebral

Baja potencia en las bandas delta, theta,
alfa, beta en I6bulos frontales, parietales
y occipitales (Valdés-Cruz, 2012)

Baja potencia en las bandas
theta, alpha en l6bulos frontales.

Tabla 3. Modelo de lesion neonatal en hipocampo ventral. FNDC (factor neurotréfico derivado
del cerebro), GAD67 (glutamato descarboxilasa-67), NAA (N-acetil-aspartato) (Modificada de
Lipska y Weinberger, 2002)
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Sintomas Positivos:

*Hiperactividad locomotora aanfetaminas
*Hiperactividad locomotora a estrés
*Hipersensibilidad a antagonistas NMDA
*péficit en el filtro sensoriomotory PPI

Sintomas cognitivos:

*péficits en la memoria de trabajo
*Déficits en aprendizaje espacial
*Deéficits en aprendizaje de lugar

Sintomas negativos:
. . *Deficits en interaccion social
Lesion bilateral del *Comportamiento agresivo
hipocampo ventral *Déficits en conducta de aseo

(Acido iboténico) l

P bertad Pubertad Post-pubertad

re-puberta uberta
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Figura 3. Esquema analogo de cambios observados en ratas con lesion neonatal de hipocampo
ventral y sintomas en pacientes con esquizofrenia (Tomada de Tseng y cols., 2009).

2.2 Estudios de electroencefalografia en pacientes con esquizofrenia y modelo
animal de LnHV.

Se han observado mdltiples alteraciones en el EEG en personas con trastorno de
esquizofrenia (Tabla 4) y en ratas con LNHV (Fig. 4). De manera general, el
electroencefalograma es el registro de la actividad eléctrica de las neuronas que integran la
corteza cerebral, la cual se mide en microvoltios (uV). Esta se deriva de un banco de
electrodos colocados sobre el cuero cabelludo (Rowan y Tolunsky, 2004). La amplitud de
un EEG normal va de -100 a +100 uV (Coles y Rugg, 1995). Debido a que entre la corteza
cerebral y los electrodos, se anteponen el craneo y otros tejidos, la sefial es débil y
representa la actividad colectiva de una poblacion difusa de neuronas (Rains, 2004). La

mayor parte de lo registrado parece que tiene su origen en las neuronas, en las que hay
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varias posibles fuentes de actividad eléctrica: los potenciales de accién, los potenciales
postsindpticos (PPS) y la despolarizacion neuronal cronica. La actividad
electroencefalogréfica espontanea es un flujo de corrientes en el espacio extracelular.
Dichas corrientes son generadas por la suma de potenciales sinapticos excitatorios e
inhibitorios que se dan en millones de neuronas corticales, las que a su vez llevan
informacion de las neuronas que estan en capas mas profundas. Los potenciales de accion
de manera individual, no contribuyen directamente a la actividad electroencefalografica
(Emerson y Pedley, 2004). El potencial de accion pasa a través del axon y va a la
terminacion nerviosa, en donde se libera el neurotransmisor, el cual provoca la
modificacion de la conductancia en la membrana postsindptica y en el potencial
transmembrana. La sefial puede generar un efecto excitador, induciendo una reduccion
local del potencial transmembrana (despolarizacion); a esto se le llama potencial
postsinaptico excitatorio (PPSE), localizado generalmente en las dendritas. El potencial
postsinaptico inhibitorio (PPSI) provoca una hiperpolarizacion local y se da en el cuerpo
neuronal. Cuando existe una gran cantidad de PPSE, se origina una zona de negatividad en
la superficie proveniente de las capas profundas y cuando la corriente fluye a una zona de
negatividad relativa, da como resultado una zona de despolarizacion, que se detecta como
una onda negativa en los electrodos del cuero cabelludo. De igual forma, el PPSI, puede
originar ondas positivas, si el flujo generado viaja hacia la corteza cerebral, 0 negativas si
se aleja de ella (Martinez y Rojas, 1998). La combinacion de ambos potenciales induce
corrientes que fluyen hacia el interior y alrededor de la neurona con un potencial de campo
de suficiente nivel para ser registrado en el cuero cabelludo. La duracién de un PPS, 100
ms, es similar a la duracion de la onda alfa promedio (Rowan y Tolunsky, 2004).

El EEG, ademas de que refleja las actividades intrinsecas espontaneas de las neuronas
corticales, depende de estimulos aferentes de estructuras subcorticales como el talamo y
formacion reticular (Emerson y Pedley, 2004; Pocock y Richards, 2005).

De manera especifica en pacientes con esquizofrenia se han observado alteraciones en la
actividad eléctrica basal, en el rango de frecuencias de la banda alfa y es asociado a

sintomas negativos de este sindrome (Merryn y Floyd, 1992). Ademas, ante tareas de
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memoria de trabajo dicho fendmeno fue observado en el rango de frecuencias de las bandas

teta, alfa y beta en la regiones prefrontales (Haenschel y col., 2009).

Valdés-Cruz y cols., (2011) fueron los primeros en evidenciar alteraciones en los espectros
de potencia de ratas adultas con LnHV en comparacion con ratas controles (Fig., 4). En el
espectro de potencia correspondiente a la banda de 1 a 8 Hz, en las cortezas frontal, parietal
y occipital de animales lesionados se observd un claro aplanamiento del registro. En la
banda que oscila entre 9 y 14 Hz se observo una tendencia similar, nuevamente la actividad
eléctrica cerebral de las ratas lesionadas se observé aplanada, durante practicamente las 6
horas de registro ininterrumpido, ademas de estar disminuida significativamente en las
cortezas parietal y occipital. Respecto a la banda de alta frecuencia 15-30 Hz se observa
mismo fendmeno. Estas reducciones estdn asociadas a la ausencia de una apropiada
inervacion hipocampal a causa de la lesion ocurrida durante un periodo critico del

neurodesarrollo, con consecuencias a largo plazo sobre los circuitos corticales.
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Fig. 4 Esquema que representa la potencia normalizada de la actividad eléctrica basal de ratas
con lesion neonatal de hipocampo ventral en comparacion con ratas sham. Se muestran los
valores de la potencia en tres regiones corticales, en las bandas de frecuencia 1-8 Hz, 9-15 Hz y
15-30 Hz, durante un periodo de 6 horas de registro continuo, a intervalos de 1 hora (Tomado de
Valdés-Cruz y cols., 2012).
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Los potenciales provocados son otro tipo de medicion eléctrica, en el cual también se
observan alteraciones, para mejor entendimiento de esta medida, a continuacion describiré

las generalidades de los componentes del mismo.

2.2.1 Potenciales Provocados.
Los potenciales provocados (PP) son eventos eléctricos derivados del tejido neuronal. Estos
ocurren en respuesta a estimulacion sensorial. Richard Caton (1875), fue el primero en
describirlos, al demostrar una onda negativa provocada después de un estimulo visual en la
corteza de conejos y simios. Afios despues, Berger reportd el mismo fendmeno en seres

humanos.

Los PP se clasifican en dos grandes grupos; potenciales exdgenos y enddgenos. Los
potenciales exdgenos son también llamados potenciales sensoriales. A través de estos se
puede explorar el funcionamiento de las vias nerviosas que llevan la informacion desde los

organos de los sentidos hasta el cerebro.

Los principales componentes de los potenciales provocados son polaridad, amplitud,
latencia y topografia. La polaridad puede ser negativa (N) o positiva (P). La latencia es
medida en milisegundos, desde la presentacién del estimulo hasta la aparicién del pico o
valle de onda. La amplitud (1V) es la diferencia en voltaje entre la linea base pre-estimulo
y el mayor pico de la onda del PP dentro de un pardmetro de latencia. La topografia se
refiere a la distribucion del potencial en la corteza cerebral, esta permite detectar si hay un
lugar concreto en donde aparezca el componente (Coles y Ruggs, 1995). Respecto a los
potenciales provocados sensoriales, convencionalmente se describen con una polaridad
negativa (N), una latencia de 50 ms. Su amplitud depende las caracteristicas del estimulo
(Coles y Rugg, 1995) (Fig. 5).
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Fig. 5 Potencial provocado sensorial. En esta figura se muestra potencial provocado sensorial
obtenido por estimulacion visual, registrado en la corteza cerebral de la rata (Tomado de un
experimento del laboratorio de Neurofisiologia Integrativa de la BUAP).

Los potenciales provocados sensoriales a su vez se denominan segun el estimulo que
produce esta sefial, pueden ser: Potencial provocado visual (PPV), Potencial provocado
auditivo (PPA) y potencial provocado somatosensorial (PPSS). De una manera mas

detallada a continuacion se explica el PPA.

2.2.2 Potencial Provocado Auditivo (PPA)

Un PPA es una respuesta electrofisioldgica obtenida después de un estimulo acustico, se
extrae con técnicas apropiadas de promediacion. En seres humanos se han identificado tres
principales categorias de potenciales provocados auditivos. Potencial provocado auditivo de
tallo cerebral (BAEPS), potencial provocado auditivo de latencia media (MAEPS) y
potencial provocado auditivo de larga latencia (LAEPS). De manera analoga, estas ondas
han sido descritas en otro tipo de mamiferos tales como gatos, conejo de guinea, ratas, entre
otros. A demas, se ha caracterizado un cuarto potencial en la rata, el cual por sus
caracteristicas naturales de obtencion no puede ser directamente observado en humanos, el

potencial provocado auditivo cortical (CAEP) (para revision, Shawn, 1988).

En la rata los principales componentes de los PPA consisten en al menos dos ondas
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positivas y negativas referidas como P1, N1, P2, N2, con latencias que oscilan entre 1-11
ms, 16-23ms, 25-35 ms, 35- 55 ms respectivamente (Fig., 6). La maxima actividad de este
potencial se encuentra en las regiones de la corteza cerebral auditiva primaria (Arezzo y
cols., 1975).

Respecto a la generacion de este potencial se ha implicado a estructuras especificas
talamocorticales para la ondas P1-N1, mientras que la neurogénesis de la onda P2, N2 es
relacionada por una combinacion de proyecciones no especificas talamocorticales (Barth y
Di, 1990; Shaw, 1988). Barth y Di (1990) proponen que las ondas P1-N1 se deben a la
activacion simultanea de células piramidales supra e infragranulaes, que el componente P2
representa repolarizacion y la onda N2 es asociada principalmente a procesos de

inhibicidn.

Definicién de componentes del PPA

P28

P10 7\ P68

N18

N88

N44

Fig. 6. Potencial provocado auditivo. Representacion gréafica de un Potencial Provocado Auditivo
(PPA) registrado en la corteza cerebral de la rata. Los componentes son nombrados de acuerdo a
la latencia promediada de los picos, asi como de su positividad o negatividad (Tomado de Meeren
y cols., 2001)

Los PPA en la rata se presentan en el dia 16 postnatal. Entre los factores que intervienen en

la maduracion de este potencial se encuentran aquellos relacionados con la progresiva
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mielinizacion de los tractos de las fibras de los axones, el crecimiento del didmetro de estas,
la facilitacion de la transmision sindptica y la sincronizacion de las descargas aferentes.
Ademaés, existe fuerte evidencia, entre la maduracion de este potencial y el nimero de

uniones sinapticas presentes en la corteza de la rata (Revision de Shaw, 1988).

En pacientes con esquizofrenia se han descrito alteraciones en los potenciales relacionados
al evento de tipo auditivo N100, P200, P300 se observaron menores amplitudes y mayores
latencias en estas ondas (Jansen y cols., 2010). Apoyando a lo anterior, Gregory y Braff
(2004) demostraron potenciales tipo P50, N100 y P300 tardios y con menores amplitudes
en comparacion a sujetos sanos. Asimismo, se ha observado alteraciones en la onda
Mistmach Negative (MMN por sus siglas en inglés) en estos pacientes (Rosburg, 2004)

fendmenos relacionados con déficits cognitivos.

Respecto a la evaluacion de vias sensoriales. Jansen y cols., (2010) demostraron que
pacientes con este sindrome presentan menores amplitudes en potenciales provocado (PP)

auditivos. Butler y Cols. (2007) observaron mismo fendmeno en (PP) visuales (Fig.7)

Healthy Schizophrenia
10 10
Cz - 51
8 \ 8 —82
6 6
4 4
2 2 ) 2
B
20 0
a
E -2 -2
[1+]
4 -4
6 -6
-8 A -8

Moo 0 100 200 30 Moo o 100 200 300
time (ms)
Fig. 7 Potencial Provocado Auditivo (P50, N100, P200). En la figura se representa el
Potencial Provocado Auditivo (PPA) obtenido con dos estimulos diferentes (S1, S2). Los
sujetos con esquizofrenia presentaron menores amplitudes en todos los componentes del
potencial (Tomado de Klevest y cols., 2010).
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Por otra parte, el modelo animal de LnHV ha sido escasamente evaluado en estudios de este

tipo; Vohs y cols., (2009) estudiaron el paradigma de potenciales provocados para medir el

“gating ” sensorial. EI cual consiste en la presentacion de dos estimulos diferentes con la

finalidad de obtener la onda P28 y N44. Este estudio no demostré diferencias significativas

en la amplitud y latencia del potencial respecto a las ratas controles. Por otra parte Vohs y

cols., (2009) estudiaron el sistema sensorial auditivo de ratas con LnHV donde observaron

un decremento en la banda de alta frecuencia beta, asi como problemas en la region

temporal en las bandas teta y beta en pruebas de “steady response .

En la siguiente tabla, se muestra un resumen de los estudios realizados en el ambito de

electrofisiologia en personas con esquizofrenia y ratas con LnHv.

Actividad Eléctrico Cerebral
Tipo de Alteracion Paciente con | Rata | Implicacién
Actividad esquizofrenia | con Clinica
LnHv
Banda Delta v v n/a
Banda Teta v v n/a
Basal Banda Alfa , . Sintomas
negativos
Banda Beta v v n/a
Banda Gamma 4 Def'c.'ts
Sensoriales
Visual v Def'c.'ts
Sensoriales
. Auditivo v Deficits
Potenciales Sensoriales
provocados Somatosensorial v DefIC.ItS
Sensoriales
“Steady v v Déficits
response ” Sensoriales
MMN v Defl_c_lts
. Cognitivos
Potenciales Daficits
Relacionados N100/P200 v .
Cognitivos
al evento DéTicits
P50/P300 v .
Cognitivos
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Tabla 4. Comparacion de alteraciones de actividad eléctrica cerebral obtenidas en humanos y en
ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral.

2.3 Estudios de estereologia en la esquizofrenia y en el modelo de lesion neonatal de
hipocampo ventral.

La estereologia es un método por el cual se puede analizar cuantitativamente la morfologia
de las células o estructuras tisulares, tales como; densidad de volumen, superficie (area) y
numérica (poblacion). En la Gltima década se han desarrollado un gran nimero de estudios
estereoldgicos del cerebro esquizofrénico postmortem (Glaser y cols., 2007). Esto con el
objetivo de identificar las regiones del cerebro afectadas por esta enfermedad.

El tdlamo es una estructura de interés debido a su conectividad con &reas de la corteza
cerebral, con los ganglios basales y el sistema limbico. Se ha determinado que las personas
con esquizofrenia presentan en el nicleo medial del talamo una reduccion significativa del
40% en el nimero de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos Es por esto que este ndcleo
ocupa un volumen y densidad menor en comparacion con sujetos sanos (Thune y cols.,
2000). Este mismo fendmeno lo presenta el nucleo talamico ventral anterior y medial, sin
embargo, los nucleos talamicos ventral anterior, central lateral, reticular y dorsolateral no

muestras diferencias significativas (Manaye y cols., 1998).

Respecto a estructuras limbicas se han encontrado reducciones significativas del 50% en el
namero de neuronas del hipocampo (Falkai y cols., 1986) y el nicleo accumbens. Por otra
parte en el estriado se ha observado un aumento significativo en el ndmero total de
neuronas. No se han identificados diferencias significativas en el nucleo basolateral de la

amigdala (Revision, Thune y Pakkenberg, 2000).

En cuanto a las regiones corticales estudiadas se ha observado una disminucion en la
densidad de neuronas en la corteza prefrontal y en el giro cingulado anterior (Revision,
Thune y Pakkenberg, 2000).

Sobre los estudios de estereologia realizados en rata con lesion neonatal de hipocampo
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ventral se ha reportado disminucién en el nimero de neuronas para las areas de la corteza
media prefrontal, la amigdala basolateral. Este fendmeno no fue observado para el nucleo
accumbens y el caudado putamen (Vasquez-Roque y cols., 2011; Fig. 8). Hasta el momento

estos son los analisis reportados en la literatura.

A) B)

50 um

Fig. 8 Fotografias que muestran neuronas tefiidas con violeta de cresilo de la corteza prefrontal
para ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral (B) y ratas con lesion falsa (A). Se puede
observar un claro decremento en el nimero de somas para las ratas con lesion neonatal de
hipocampo ventral (Tomado de: Vasquez-Roque y cols., 2011)

2.4 Estudios morfologia neuronal en rata con lesién neonatal de hipocampo ventral

La técnica de impregnacién argéntica de Golgi es uno de los métodos que mejor describe la
morfologia neuronal completa en tres dimensiones. Se caracteriza porque revela sélo una
pequefia proporcion de células a través del tejido circundante no impregnado. EI hecho de
que pocas neuronas se impregnen (tomen la coloracion negra) dificulta la realizacion de
estudios cuantitativos, pero facilita la descripcidon de su morfologia completa. Si la mayoria
de neuronas se impregnara la superposicion de los procesos celulares formaria una marafia
indescifrable. Segun las condiciones experimentales y la variante de la técnica de Golgi
ensayada, el nimero de neuronas coloreado adecuadamente oscila entre 1 y 5%. A través de
este podemos analizar las células del sistema nervioso central tanto por su longitud
dendritica total, el nimero méaximo de orden y densidad de espinas dendriticas.

Como hemos sefialado en los antecedentes de la presente tesis, los pacientes con
esquizofrenia presentan alteraciones morfoldgicas en estructuras del sistema limbico tales

como; corteza prefrontal, amigdala, hipocampo, corteza orbitofrontal, 16bulos temporales
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entre otras. Del mismo modo, se ha evidenciado en el modelo de LnHV en ratas de edad
pos-puber alteraciones morfoldgicas en la longitud dendritica y nimero de orden dendritico
en la corteza prefrontal capa Il y V, en la amigdalabasolateral, nicleo accumbens

(Vésquez-Roque y cols., 2012),

A) B)

Figura 9. Representacion esquematica de las dendritas de las neuronas espinosas medianas del
ndcleo accumbens para ratas con lesion falsa (A) y lesion neonatal de hipocampo ventral (B). Se
puede observar que existe una reduccion en la longitud dendritica y orden dendritico para las ratas
con lesion neonatal de hipocampo ventral.
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3. Planteamiento del problema.

El sindrome de esquizofrenia es un problema de salud puablica que afecta al menos al 1% de
la poblacién mundial. En México se estima que existen cerca de 1 millén de pacientes con
esta enfermedad mental (Frenk y cols., 2002). Es un sindrome neurodegenerativo que
afecta las funciones mentales superiores y el estado de animo (Silva-Gomez, 1998)
provocando una marcada disfuncion social y laboral. El costo para la sociedad de esta

enfermedad se estima en miles de millones de ddlares (para revision, Andreasen 2000).

Los pacientes con esquizofrenia presentan afectaciones en los I6bulos temporales de la
corteza cerebral, tales como; reduccion hasta del 15% en el volumen de esta zona (Shenton
y cols., 2001; para revision, Smiley, 2009), reducciones en la densidad neuronal (Smiley y
cols., 2007), disminucién hasta del 13% en el volumen de neuronas piramidales de la capa
I11 de la corteza temporal primaria y secundaria (Sweet y cols., 2004). Estas afectaciones se
han corroborado con estudios de electrofisiologia, se ha detectado que estos pacientes
presentan alteraciones en la actividad eléctrica basal en el 16bulo temporal (Merryn y Floyd,
1992), asi como alteraciones en los potenciales provocados sensoriales (Butler y cols.,
2007; Jansen y cols., 2010) relacionados al evento (Gregory y Braff 2004; Jansen y cols.,
2010) y MMN (Rosburg, 2004). Estas alteraciones estdn fuertemente relacionadas con
fallas en la produccion y comprension linguistica (Pretty y cols., 1995), alucinaciones
auditivas tales como susurros, zumbidos o golpeteo, problemas en el procesamiento de

informacién auditiva (Gur y cols., 1995) que aquejan los pacientes con esquizofrenia.

Los modelos animales para el estudio de trastornos psiquiatricos son de gran importancia
ya que a través de estos se puede estudiar las bases neurobioldgicas subyacentes a los
sintomas reportados por los pacientes. A través de estos podemos monitorear de manera
invasiva los cambios estructurales y moleculares que subyacen la causa de este trastorno.
(Jones y Cols., 2011). ElI modelo animal de neurodesarrollo de esquizofrenia mas
caracterizado hasta el momento es el de la lesion neonatal del hipocampo ventral (LnHV).
Este ha sido ampliamente aceptado y reconocido como un modelo heuristico de dicha
patologia (Lipska y Weinberger, 2002). La lesion neonatal de hipocampo ventral induce en
la rata una serie de cambios conductuales, moleculares, fisioldgicos y electrofisioldgicos,

semejantes a los observados en pacientes con trastorno esquizofrénico (para revision, Tseng
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y cols., 2009).

Existen escasos estudios sobre la fisiopatologia del dafio en la corteza temporal causado por
la esquizofrenia, hasta el momento no se han realizado estudios de estereologia o
morfologia de esta area que permitan dilucidar las posibles alteraciones en la densidad
neuronal, asi como modificaciones en los procesos sinapticos. Dentro de las alteraciones
electrofisiologicas descritas recientemente, se ha demostrado que en ratas con LNHV se
presenta una reduccion en los espectro de potencia para las bandas alfa, beta, teta y delta en
las cortezas temporal (Valdez-Cruz, 2011). Lo anterior, nos permite suponer, que algunos
procesos integrados en la corteza temporal se encuentran afectados en dicho modelo por lo

que resulta de gran interés estudiar los potenciales provocados auditivos.

Ademas, estudios previos han demostrado que las ratas LNHV muestran una disminucion
en la densidad neuronal en zonas limbicas (Vasquez-Roque y cols. 2012), es por esto que
podriamos suponer que este tipo de alteraciones morfoldgicas podrian estar presentes en la
corteza temporal auditiva primaria y secundaria generan modificaciones en los potenciales

provocados auditivos.
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4. Hipotesis

La lesién neonatal de hipocampo ventral produce alteraciones en la amplitud de los
potenciales provocados auditivos, asi como una disminucion en la densidad de las
neuronas, aumento de las células gliales y alteraciones morfoldgicas en la corteza temporal

auditiva de la rata adulta.
5. Objetivo general

Determinar las alteraciones en la corteza temporal de la rata adulta causadas por la lesion

neonatal de hipocampo ventral.
5.1 Objetivos particulares
Evaluar en ratas adultas con lesion neonatal de hipocampo ventral:

a) La respuesta exploratoria ante ambiente novedoso en campo cerrado.

b) La amplitud maxima de los potenciales provocados auditivos en la corteza
temporal.

¢) La latencia de los potenciales provocados auditivos en la corteza temporal.

d) La densidad de neuronas de la corteza temporal auditiva primaria y secundaria.
e) La densidad de células gliales de la corteza temporal auditiva primaria y
secundaria.

f) La morfologia dendritica de las neuronas piramidales de capa Ill de la corteza

temporal primaria y secundaria.
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6. Diagrama de trabajo.

Sujetos de Experimentacion
Ratas Macho
Sprague Dawley
Provenientes del bioterio
“Claude Bernard”
B.UAP

Cirugia bilateral de hipocampo ventral

(N=44) DP 7
| l
Lesion Falsa (Sham) (n=23) DP7 LNHV (n=21) DP 7
0.3 ul PBS 0.1 M pH=7.4 0.3 pl IBO (10mg/ml)

Actividad motora ante ambiente nuevo

(N=44) DP60 _l

Registro Tincion de Registro Tincion de

Electrocorticogréfico Golgi-cox Electrocorticografico Golgi-cox
(n=4) DP90 (n=10) DP90 (n=6) DP90 (n=10) DP90

Tincion de Niss| Tincion de Nissl
Tincion de Analisis Tincion de Anélisis
Nissl Morfologico Nissl Morfologico
Estereologia Estereologia

Andlisis de resultados
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7 Metodologia.

7.1 Sujetos de experimentacion

Se utilizaron ratas prefiadas Sprague Dawley (SD) procedentes del Bioterio “Claude
Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Las ratas fueron albergadas
individualmente en condiciones de bioterio. Se control6 la temperatura 23 °C y humedad
40 % con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (07:00-19:00 horas), con libre acceso a
agua y alimento. Al dia 7 de nacimiento se formaran camadas de 8 machos, y de forma

aleatoria se conformaran los siguientes grupos:

Grupo 1. Lesion falsa de hipocampo ventral (Sham), N=23

Grupo 2. Lesion neonatal de hipocampo ventral (LnHV), N=21

7.2 Procedimientos generales.

7.2.1 Cirugia estereotaxica neonatal de hipocampo ventral DP 7.

Una vez realizado lo anterior las ratas fueron anestesiadas por hipotermia en un lapso de 15
min, se colocaron en el equipo estereotaxico sobre un adaptador para ratas neonatas, en el
cual, se realizé la cirugia estereotaxica para lesionar bilateralmente el hipocampo ventral en
las siguientes coordenadas: AP= -3.0 mm, L=+ 3.5 mm y DV= -5.0 mm (Paxinos y
Watson, 1998). Luego, se realizd un trépano con un didmetro de 1 mm en el craneo bajo las
coordenadas correspondientes, por el cual se administré bilateralmente en el hipocampo

ventral un volumen de 0.3l de &cido iboténico a una concentracion de10mg/ml.

Para el grupo Sham se aplico el mismo protocolo administrando solo el vehiculo, solucion
amortiguadora de fosfatos. En ambos casos la administracion se realizé durante un periodo
de 2 min por medio de una bomba de infusion; la canula se mantuvo por un periodo de 3
minutos mas, antes de removerla, para permitir una difusion adecuada del farmaco o

vehiculo.
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Al término de la cirugia se aplicd cera en el orificio realizado, se suturo la incisién y se
marcd con tinta china intradérmicamente a las ratas de acuerdo con su grupo. Las ratas
neonatas, ya recuperadas e identificadas, se regresaron con su madre hasta el periodo de
ablactacion a los 21 dias postnatales, posteriormente fueron aisladas en grupos de 2 ratas

por caja y mantenidas bajo las condiciones antes mencionadas.

7.2.2 Actividad exploratoria ante ambiente novedoso en campo cerrado

Las ratas fueron colocadas en cajas de acrilico negro de 44 cm de largo, 22 cm de ancho y
22 cm de altura (Fig. 10). Estas cajas tienen instalados 8 pares de fotodiodos en las paredes
laterales. EI movimiento de la rata interrumpe el haz de luz infrarroja, con lo cual se
cuantifica el movimiento. La contabilizacion de los movimientos se realizé con un contador
computarizado que permite registrar el nimero de movimientos en doce intervalos
sucesivos de diez minutos cada uno, con un registro total de actividad motora de dos horas
(Flores y cols., 1996).
A

FOTODIODOS
INFRARROJOS

ACTIMETRO

—) |

|00000000 “
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B : 44 cm. |

Figura 10. Representacion de la actividad locomotora en campo cerrado. A. Vista frontal con
actimetro. B. Vista lateral de la caja.

7.2.3. Registro electrocorticografico.
7.2.3.1 Preparacion del animal

El registro electrocorticografico se realizdé al PD 120 en el cual las ratas deberian pesar
entre 355 y 400 gr. Las ratas fueron anestesiadas con Isoflurano (2%). Una vez anestesiada
la rata, se realizd canulacion de traquea para administrar el Isoflurano directamente y en
caso de ser necesario ventilar al roedor. Posteriormente, se canulé una de las venas
yugulares para continuar con administracion de farmacos por dicha via. En ese momento,
se realiz6 un cambio de anestesia inyectable intravenosa a alfa-cloralosa y bdrax.
Posteriormente, el animal se fij6 en un aparato estereotaxico (Narishige, Scientist
Instrument Lab. SN-2N) y se realiz craneotomia y disecacion de meninges hasta descubrir
totalmente la corteza cerebral de la rata.

Los procedimientos para el buen trato de animales de laboratorio se observaron de acuerdo

a la NOM-062, durante el desarrollo de las cirugias.
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7.2.3.2 Método de registro.

Una vez realizado lo anterior, se colocé un multielectrodo de plata clorurada de punta
redonda de 250 micrémetros de diametro y 12 canales sobre la superficie de la corteza
cerebral (Fig. 11) Para posicionar el electrodo de registro se empled un micromanipulador
(Narishge, Scientist Instrument Lab. SN-2N). Las sefiales obtenidas fueron enviadas a un
amplificador Synamps de 32 canales y se emple6 el programa de NeuroScan para la

adquisicion y procesamiento de registros.

Al término del experimento, se efectud eutanasia a las ratas con sobredosis de cloruro de

potasio. El cerebro de cada animal fue extraido para su posterior analisis histologico.

ol 10
000
000
000

Fig. 11 Esquema del multielectrodo utilizado para el registro de area temporal. En dicho esquema
se muestra la organizacion de los electrodos utilizados, estos fueron ubicados entre cerebelo y
Bregma.
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7.2.3.3 Protocolo de estimulacion Auditiva

La estimulacion auditiva se aplicO mediante dos bocinas (posicionados en cada uno del
oido de la rata) conectados a neuroscan. Los Estimulos auditivos consistieron en clics con 1
ms de duracion a 1Hz de frecuencia (1 segundo entre clics). Se presentaron bloques de 64
segundos para estimulos de 60, 70, 80, 90, 95, 100, 110, 115, 120 dB de amplitud e

intervalos de descanso de 1 minuto entre cada bloque.

7.3 Analisis de Resultados de Potenciales Provocados Auditivos.

Se realizd la segmentacion del registro en base a los estimulos auditivos, estableciéndose
como criterio 0 ms previo al estimulo y 150 ms posterior al estimulo. Posteriormente, se
realiz6 un promedio de la respuesta eléctrica cerebral obtenida ante los estimulos para cada
uno de los electrodos. Se corrigio la linea base para cada segmento credndose un archivo
final. Con dicho archivo a través del diagrama topografico se localizé el area de la amplitud
méaxima del PPA. Una vez identificado el electrodo, se extrajeron los datos numéricos para
la amplitud méxima, media y latencia dentro del rango de 30 a 70 ms. Dicho rango de
tiempo se establecié de acuerdo al rango de latencia del componente PPA. Por ultimo, con
el fin de determinar la localizacién de los potenciales provocados, se construyeron mapas

topograficos de los sujetos.

7.4 Analisis histoldgico (Tincion de Nissl).

Los encéfalos fueron sometidos a la tincion de Nissl para parte de los analisis histoldgicos.
Se utilizg, 0.5 g de violeta de cresilo (Cl1 51010), 80 ml de agua destilada, 20 ml de alcohol
etilico absoluto con la finalidad de crear la solucidn stock. Una vez disuelta esta, se extrae
45 ml y se afiade 15 gotas de acido acético glacial para obtener la solucién de trabajo. Una
vez montados los cortes a 50 micras del area a analizar, estos se hidrataron con agua
destilada, se colocaron 8 min en la solucion de trabajo con la finalidad de tefiirlos, se
deshidrataron en alcohol al 95% durante dos minutos. Posteriormente se colocaron los

cortes en alcohol etilico absoluto durante 2 minutos mas para después colocar los cortes en
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xileno durante 1 minuto para proceso de aclaramiento y finalmente se montaron los
cubreobjetos con resina sintética. Una vez realizado lo anterior se toman microfotografias

para el analisis histologico.

7.5 Analisis de estereologia.
Otro grupo de ratas (5 animales por grupo), fue anestesiada con pentobarbital sédico (75
mg/kg i.p.), los cerebros de cada una de las ratas fue extraido y colocado en
parafomaldehido al 4% en 0.1 M de solucién amortiguadora de fosfatos. Un dia antes de
que dichos cerebros fueran seccionados fueron sometidos a refrigeracion en agua destilada,
posteriormente, se obtuvieron cortes coronales de 40 um de grosor al nivel de la corteza
temporal mediante un vibratomo (modelo 2000, Leica, Germany). Para la realizacion del
analisis estereoldgico, cada corte obtenido previamente fue montado en portaobjetos, para
después ser sometidos al colorante violeta de cresilo, realizando cada uno de los pasos
descritos anteriormente en el protocolo de tincion de Nissl. Una vez que las células estaban
tefiidas, estas fueron cuantificadas con un microscopio Olympus BH2 acoplado a una
camara digital color CDD, la cual estaba conectada a un sistema analizador de iméagenes
para estereologia (Bioscience Stereo Investigator System). Se realizd la cuantificacion de
neuronas y celulas gliales mediante este sistema en 4 secciones de cada uno de los
animales, para obtener el valor promedio que nos permitiera comparar a cada uno de los
grupos estudiados, dicha cuantificacion se realizd en un area de 900 um2 y considerando

una profundidad del tejido de 10 um para cada una de las regiones estudiadas.
7.6 Analisis morfoldgico de Sholl.

Una vez localizada la corteza temporal primaria y secundaria en las ratas, se eligen 5
neuronas piramidales de la corteza temporal de capa 3 de ambos hemisferios y por rata.
Estas neuronas presentan un soma triangular de alrededor de 20 pm de diametro y un arbol
dendritico basal claramente identificable, una dendrita apical de mayor grosor que el resto y
que se extiende hacia la superficie cortical y posicionada méas externamente. Se dibujan
empleando una camara licida acoplada a un microscopio éptico (Leica, DMLS), a una
magnificacion de 40X (Fig. 12). Una vez obtenidos los dibujos se realiza el andlisis de

Sholl, el cual consiste en sobreponer una lamina transparente con una serie de circulos
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concentricos con un equivalente de 10 um de separacion; esta plantilla es colocada sobre el
dibujo de la neurona y el nimero de circulos que intersecte cada dendrita es usado para
estimar la longitud dendritica total (LDT) y la arborizacién dendritica. Para estimar el
numero total de ramificaciones dendriticas desde el soma (indicado por el ndmero de

bifurcaciones) se cuenta cada numero de orden a partir del soma. Las que se originan en el

soma son de ler orden, las que se originan de éstas son de 2do orden y asi sucesivamente,

para tener la longitud por nimero de orden.

Figura 12. Dibujo con camara lucida. Se muestra la observacion y trazado de neuronas
empleando la camara ldcida acoplada al microscopio éptico. En la plantilla de circulos
concentricos, usada en el anélisis de Sholl, cada circulo esta calibrado de modo que la distancia
entre ellos es de 10 um (tomada de Kolb y cols., 1998)

8. Resultados.

8.1 Actividad exploratoria DP 60.
A la edad de 60 dias posnatales, se evalud la actividad exploratoria ante un ambiente
novedoso en campo cerrado, encontrando que los animales con LnHV en promedio
presentaron mayor actividad locomotora ante ambiente novedoso que los animales sham
(ANOVA de una via, p<0.001; Fig., 13). Las ratas con LnHV siempre mostraron mayor

actividad motora durante toda la prueba.
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A) Actividad Exploratoria acumulada

2000- Kol

1500

1000+

Conteo/120 min

500+

Sham LnHv

Fig. 13. Resultados de actividad exploratoria en campo cerrado. ANOVA de una via mostré que la
locomocion que fue significativamente afectada por la lesion del hipocampo ventral tanto en el
analisis de actividad acumulada (A).

8.2 Localizacion de los potenciales provocados auditivos.

Para el registro de los PPA se utilizé un arreglo de 12 electrodos ubicados entre la linea
bregma del craneo de la rata y la linea del cerebelo. Una vez obtenida la respuesta se elige
la zona con actividad eléctrica de mayor amplitud para los analisis estadisticos posteriores.
En la Fig. 14 se muestra un esquema ilustrativo para algunos de los sujetos estudiados,

marcando de color rojo el electrodo con mayor actividad eléctrica.
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LnHv 1

Fig. 14. Esquema de la maxima amplitud del potencial provocado auditivo (PPA). Se ilustra con
color rojo el electrodo identificado con mayor amplitud de la respuesta provocada.

Una vez reconocida el area de mayor actividad eléctrica, se visualizaron los potenciales
provocados para cada uno de los diferentes tipos de estimulacién, estos fueron segmentados
0-150ms después del estimulo. En todos los sujetos analizados se obtuvo la respuesta
provocada ante diferentes tipos de estimulacion. En la Fig. 15 se muestran registros de PPA
obtenidos ante la estimulacién de 80, 100 y 120 dB en algunos de los sujetos de estudio. En
todos los casos la amplitud méaxima del potencial fue mayor para los sujetos con lesion

falsa.
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Fig. 15. Grafica de potenciales provocados auditivos obtenidos ante estimulos de 80, 100 y 120
dB para ratas con lesidon neonatal de hipocampo ventral (LnHV) y lesion falsa (sham). En el gje
de las abscisas, se representa el tiempo en ms, desde la aplicacién de los estimulos auditivos, hasta
150 ms después de éstos. En el eje de las ordenadas se muestra la amplitud en mV del potencial
registrado. En todos los casos, la amplitud maxima del PPA fue mayor para las ratas Sham y ratas
LnHV.

Con la informacion de cada una de las ratas se determina el promedio grupal de los

potenciales provocados para su posterior analisis (Figura 16).
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Fig. 16. Gréfica de potenciales provocados auditivos (PPA) obtenidos ante estimulos 80, 100 y
120 dB promedio del grupo de ratas con lesién neonatal de hipocampo ventral (LnHV) y lesién
falsa (sham). En el eje de las abscisas, se representa el tiempo en ms, desde la aplicacién de los
estimulos auditivos, hasta 150 ms después de éstos. En el eje de las ordenadas se muestra la
amplitud en pV del potencial registrado.

8.3 Curva entrada-salida del PPA ante diferentes intensidades de estimulacion
auditiva.

Con el promedio de los PPA obtenidos en cada sujeto se construyd una curva-entrada salida
para cada uno de los sujetos ante los diferentes niveles de estimulacion (80, 90, 95, 100,
110, 115, 120 dB). Esto con la finalidad de comprobar si estos siguen una distribucion
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sigmoidea. La distribucion sigmoidea de los datos es importantes para determinar la
eficacia del protocolo empleado para generar PPA, asi como para identificar el umbral de
sensacion. Se aplica una prueba de ajuste sigmoidea de dos pardmetros encontrando que
estas siguen dicha distribucion (Prueba de Ajuste Sigmoideo dos parametros, R>0.90,

p<0.001 para todos los casos). En la Fig., 17 de manera ilustrativa se muestran curvas de

entrada-salida para algunos de los sujetos de estudio.

menores amplitudes ante todos los estimulos con respecto a los sujetos sham.
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Fig. 17 Gréfica de la curva-entrada salida de la amplitud méxima del potencial provocado
auditivo (PPA). En dicha gréafica se representa el promedio y el error estandar de la amplitud
maxima del PPA ante diferentes intensidades del estimulo auditivo. En todos los casos, se identifica
una distribucion sigmoidea (Ajuste sigmoideo de dos parametros, R>0.90, p<0.0001)

43



8.4 Comparacion de las curvas entrada-salida de la amplitud maxima para el
grupo de ratas con LnHv y Sham.

Se construyeron curvas de entrada-salida de la amplitud maxima del PPA con las medias
grupales para cada una de los estimulos estudiados (80, 90, 95, 100, 110, 115, 120 dB). Lo
anterior con la finalidad de encontrar diferencias significativas en la maxima amplitud del
PPA, para esto se realizé la Prueba U de Mann-Whitney. Las ratas con lesion Sham para
todos los casos obtuvieron mayor amplitud en el potencial; sin embargo, estos cambios solo
fueron significativos para los estimulos de 90, 95, 100, 110, 115, 120 dB (p<0.05; Fig., 18).
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Fig. 18 Curva entrada-salida del potencial provocado auditivo (PPA) para el grupo de ratas con
lesion neonatal de hipocampo ventral (LnHV) y lesién falsa (sham). En dicha gréafica se
representa el promedio y el error estandar de la amplitud maxima del PPA para ambos grupos
ante diferentes intensidades del estimulo. En el rango de 90-120 dB, la amplitud maxima del PPA
fue mayor para las ratas con lesion falsa (P<0.05).
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8.5 Comparacion de la latencia del PPA entre el grupo LnHV y Sham.

Se compararon las latencias entre los grupos ante los diferentes tipos de estimulacién del
PPA. No se encontraron diferencias significativa entre el grupo con LnHV y Sham (U
Mann-Whitney, p>0.05; Fig. 19).
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Fig. 19. Grafica de comparacion de latencia del potencial provocado auditivo (PPA). En dicha
grafica se ilustra la latencia media para cada grupo ante diferentes tipos de intensidad de
estimulacién. En todos los casos, no hubo diferencias significativas (p>0.5).
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8.6 Analisis de densidad neuronal y células gliales por estereologia.

Se realiz6 un andlisis cuantitativo para estimar el nimero de neuronas y células gliales de la
corteza temporal primaria y secundaria de la rata con lesion neonatal de hipocampo ventral
y de la rata con lesion falsa. Esto con la finalidad de relacionar los cambios anatémicos

presentes en el modelo con los déficits fisiologicos de la corteza temporal de estas ratas.

Los analisis estereoldgicos de la corteza temporal primaria y secundaria impregnadas con
violeta de cresilo utilizando la técnica de tincion de Nissl se muestran en la fig. 20. La

cuantificacion de neuronas realizadas en esta area muestra una reducciéon del 40% en el

numero de neuronas en la rata con LnHV para el hemisferio derecho y una reduccién del
38% para el hemisferio izquierdo (Fig. 21; t Student, P<0.05)

Y e e

2 Y SR

' ’

Fig. 20 Fotomicrografias de la corteza temporal de las ratas de estudio. Se muestra neuronas
teflidas con violeta de cresilo mediante la tincion de Nissl en cada uno de los grupos estudiados.
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Fig. 21 Gréfica de comparacion de la densidad poblacional de neuronas de la corteza temporal
por hemisferio. En dicha gréfica se muestra la densidad de poblacion para cada grupo de estudio
asi como el error estandar (ver métodos). Se observa una disminucion de neuronas para las ratas
con lesion neonatal de hipocampo ventral (LnHV) en comparacion con ratas con lesién falsa
(sham).
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Considerando ambos hemisferios se realizd un conteo total de neuronas encontrando una
disminucion del 40% para las ratas con LnHV en comparacion a las ratas con lesion falsa
(Fig. 20; t Student, p<0.05).
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Fig. 20 Grafica de comparacion de la densidad poblacional de neuronas de la corteza temporal.
Se muestra la densidad poblacional de neuronas para cada grupo, asi como el error estandar. Se
observa una disminucién de neuronas para las ratas con lesién neonatal de hipocampo ventral
(LnHV) en comparacién con ratas con lesion falsa (sham) (p<0.05).

Del mismo modo se realizo la cuantificacion de las células gliales para cada uno de los
grupos de estudio, se detectdé que las ratas adultas con LnHV muestran un aumento del
210% en el nimero de células gliales en la corteza temporal (Fig. 21; p<0.05)
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Fig. 21 Gréfica de comparacién de la densidad poblacional de células gliales de la corteza
temporal. Se muestra la densidad poblacional de las células gliales para cada grupo asi como el
error estandar. Se observa un aumento de estas células para las ratas con lesion neonatal de
hipocampo ventral (LnHV.

8.7 Andlisis de correlacion entre el numero de células de la corteza temporal y la
amplitud méxima del potencial provocado auditivo para ratas con LnHV y ratas con
lesion falsa.

Basada en el hallazgo de que las ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral presentan
menores amplitudes en el potencial provocado al evento y menor nimero de células que
conforman la corteza temporal en comparacion a las ratas con lesion falsa, nos intereso
investigar las caracteristicas de dichas diferencias significativas. Se realiz6 una prueba de
Correlacion de Pearson con la finalidad de buscar si existia una relacion entre dichas
variables. Cabe mencionar que para dicho analisis se utilizo el promedio del potencial
provocado auditivo obtenido ante la estimulacion de 120 dB, asi como el promedio del
namero de células que conforman ambos hemisferios de la corteza temporal para cada
grupo. Se encontro una correlacion significativa negativa (r=0.67, p=0.04, gl=7; Fig., 22),

esto significa que si el nimero de neuronas disminuye, la maxima amplitud del potencial
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también. En otras palabras, entre menor nimero de neuronas menor amplitud del potencial

auditivo.
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Figura 22. Amplitud del potencial provocado auditivo (PPA) inducida por estimulos auditivos a
120 dB en relacion con la media del nimero de células que se encuentran en los dos hemisferios
de la corteza temporal auditiva en ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral (LnHV)
(circulos azules) y ratas sham (circulos rojos). Se encontré un coeficiente estadisticamente
significativo de correlacion de Pearson de r = 0.67 con una p = 0.04, y 7 grados de libertad (linea
gris). B) Los valores medios de los datos agrupados se ilustran en el panel (A); el circulo azul es
para las ratas LnHV vy el circulo rojo para ratas sham, respectivamente. Los analisis estadisticos
indican significativamente menor nimero de células (* p < 0.001) y una disminucidn significativa
de la amplitud del PPA (* p < 0.05) para las ratas NVHL en comparacién con las ratas sham.

8.8 Analisis morfoldgico de Sholl.

Se midio la longitud dendritica total de las neuronas piramidales de la corteza temporal de
la capa Il encontrando que los animales con LnHV presentan una aumento significativo en
la longitud dendritica, respecto de los animales sham (Fig.23A; t Student, P < 0.05). Dicho
aumento se mantiene a lo largo de los 6rdenes dendriticos de toda la neurona (Fig. 22C);
sin embargo, este cambio se present6 fundamentalmente en las dendritas de 3er. orden (Fig.
23B; ANOVA de dos vias, P < 0.05).
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Fig. 23. Aumento de longitud dendritica de la corteza temporal para ratas con lesion neonatal de
hipocampo ventral (LnHV). La lesion indujo un aumento de la longitud dendritica total de
neuronas piramidales de la corteza temporal (A) El aumento fue claramente observado a nivel de
las dendritas de 3er. orden (B). La tendencia se mantiene a lo largo de la neurona (C). En D, se
muestra una neurona piramidal caracteristica de la region en el estudio.
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8.9 Verificacion de la lesion.

Los cortes histolégicos coronales obtenidos de los animales LnHV a edad adulta (PN90)
fueron tefiidos con violeta de cresilo mediante la técnica de tincidén de Nissl. Esto permitio
observar el dafio bilateral provocado por la lesion realizada con el acido iboténico en el
hipocampo ventral (Fig. 24). Unicamente los animales con lesion bilateral en el hipocampo
ventral fueron incluidos en este estudio. Los cerebros de los animales controles no muestran

alteraciones morfoldgicas a este nivel.

Fig. 24 Dibujos esqueméticos de cortes coronales de rata con lesion neonatal de hipocampo
ventral (LnHV) tefiido con violeta de cresilo a nivel del hipocampo ventral en donde se muestra
una retraccion de tejido, gliosis y pérdida neuronal a edad adulta (PN90). Los circulos indican la
zona de la lesion. Los numeros indican la distancia (mm) posterior a bregma (Paxinos y Watson,
1986)

53



10. Discusion

Los resultados presentados en este trabajo han demostrado que la lesién neonatal de
hipocampo ventral produce alteraciones en la corteza temporal auditiva de estas ratas, en
los potenciales provocados auditivos, en la densidad de neuronas, de células gliales y la

arborizacion dendritica de neuronas que conforman la corteza temporal.

La prueba de actividad locomotora es una prueba utilizada en modelos animales. Es una
herramienta conductual para analizar respuestas anormales aumentadas ante un ambiente
novedoso que se observa en pacientes con esquizofrenia (Lipska y Weinberg, 1995). Se
observé un aumento en la actividad exploratoria en las ratas adultas con lesion neonatal de
hipocampo ventral. Estos hallazgos coinciden con los reportados por Alquicer y cols.,
2008; Flores y cols., 2005; Flores y cols., 1996, entre otros. El aumento de la actividad
exploratoria en nuestras ratas lesionadas puede explicarse por 1) déficits de la maduracion
de las proyecciones dopaminérgicas mesocorticales, 2) un mayor tono dopaminérgico en el
ndcleo accumbens a consecuencia de exposicion a estrés (Brake y cols., 2000). Por otra
parte, se ha reportado que esta alteracion podria deberse a un decremento en expresion de
los receptores dopaminérgicos D3 (Flores y cols., 1996). Cabe mencionar, que el aumento
en la neurotransmision dopaminérgica se describi6 primero en los pacientes
esquizofrénicos, lo que ha dado origen a la hipétesis dopaminérgica de la etiologia de la

esquizofrenia, que pretende explicar, en parte, la sintomatologia positiva de la enfermedad.

En la investigacion sobre la etiologia de la esquizofrenia se ha aceptado la idea de que este
es un trastorno de “desconectividad” anatomica de multiples circuitos corticales. Las
personas con esquizofrenia presentan un déficit de la integracion funcional en el cerebro.
La integracion funcional se refiere a las interacciones de los sistemas funcionalmente
especializados, es decir, las poblaciones de neuronas, las areas corticales y sub-areas, que
se requieren para la integracion adaptativa sensomotora, sintesis de la percepcion y la
cognicion. La integracion funcional es mediada por la influencia de la actividad neuronal
gue un sistema ejerce sobre el otro, y por lo tanto, se basa en las conexiones entre ellos. El
patron de la conectividad esta, a su vez, en funcion de la epigenética, la actividad y la

plasticidad dependiente de la experiencia (Serra-Gonzales, 2012).
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Por medio de estudios EEG se han observado patrones anormales tanto en el reposo como
durante la realizacién de una tarea (Koukkou y cols., 1993), asi como alteraciones en
procesos sensoriales de informacién y reducciones en las amplitudes de los potenciales

provocados auditivos (Jansen y cols., 2010).

En la presente tesis, se examino el PPA en ratas con LnHV, tema totalmente inexplorado en
este modelo animal. Se evidencio que las ratas con lesién neonatal de hipocampo ventral
presentan reducciones en la amplitud del potencial provocado auditivo N40. Este hallazgo
ya ha sido descrito en pacientes con esquizofrenia (Rosburg, 2004). Esto sugiere que la
LnHV replica la alteracion funcional de los circuitos cerebrales relacionados al

procesamiento de informacion acustica.

Macedo y cols., en el 2010, observaron un incremento en la amplitud maxima del potencial
provocado auditivo en los coliculos inferiores de ratas con LnHV. Sin embargo, los datos
de la presente tesis muestran lo contrario para los registros de PPA en la corteza temporal
de estas ratas. Esto sugiere la hipétesis de que la via auditiva de las ratas con LnHV se
encuentra afectada a nivel del circuito taldmico-cortical y no a nivel del primer relevo
auditivo-colicular. Dicha hipdtesis es consistente con lo reportado por Chambers y cols.,
1996; Swerdlow vy cols., 2011 y Macedo, 2010, quienes observaron depdsitos de calcio
cerca del area de lesién, principalmente en la zona del tdlamo auditivo, lo que implica
pérdida del nimero de neuronas y una inervacion inapropiada en la via talamico-cortical

(Flores y cols., 2005; Francois y cols., 2009 y Tseng Yy cols., 2008).

Al lesionar el hipocampo ventral en edades neonatas ocurre una afectacion de la funcién de
otras regiones cerebrales asociadas; por ejemplo, la corteza temporal primaria. Esto se debe
a que la porcién CAL del hipocampo envia efectos neurotréficos de glutamato a la corteza
temporal primaria (Cenquizca y cols., 2007). Ello es relevante en el contexto del desarrollo,
ya que se ha documentado que hay una influencia tréfica del hipocampo sobre el sistema
auditivo (Bardgett y Henry, 1999; Halim y Swerdlow, 2000; Flores y cols., 2005; Francois
y cols., 2009 y Tseng y cols., 2008).
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Por otra parte, se pudo corroborar que la LnHV no produce alteraciones en la latencia
media del PPA. Cabe recordar, que la latencia nos indica el indice de velocidad de la
deteccion y procesamiento del estimulo auditivo a lo largo del SNC (Rugg y Coles, 1995).
Al no existir estudios similares a este, podemos especular, que la velocidad con que la

informacidn acustica es transmitida no se encuentra aletargada.

Si bien, se ha demostrado que el PPA se encuentra alterado en su amplitud pero no en la
latencia. Esto podria indicar que el niUmero de neuronas que participan en la generacion de
la amplitud del PPA se encuentran comprometidas. Esta hipotesis pudo ser corroborada a
través de estudios de estereologia. La estereologia es un conjunto de métodos disefiados
para la realizacién de un riguroso analisis cuantitativo de tamafio, forma y nimero de
células. A través de esta técnica podemos conocer el estado anatomico funcional de un

sistema.

Las ratas con LnHV presentan una reduccion del 40% en el nimero de neuronas que
conforman la corteza temporal primaria y secundaria en comparacion a ratas con lesién
falsa. Este fendmeno ya ha sido descrito en pacientes con esquizofrenia. Estos presentan
una reduccion del 15% del nimero de neuronas piramidales en la corteza auditiva primaria
(para revision, Smiley, 2009; Shenton y cols., 2001; Gur y Chin, 1999; Smiley y cols.,
2007; Sweet y cols., 2004). Estos resultados se encuentran asociados con el deterioro del
lenguaje, almacenamiento de recuerdos visuales y las alucinaciones (Ortufio, 2010).

Respecto a la cuantificacion del ndmero de células gliales que conforman la corteza
temporal de las ratas con LnHV, se demostré que estas muestran un aumento significativo
hasta del 200% en comparacion a ratas con lesion falsa. La literatura no reporta este tipo de
estudios para pacientes con esquizofrenia y la presente tesis es la primera en demostrar este
fenémeno en este modelo animal. La hiperproliferacion de células gliales en corteza
temporal hablan de un dafio neuronal en esta zona, este es un signo histopatoldgico
importante de dafio en la corteza temporal. Esta hiperproliferacion podria deberse como
consecuencia de la lesion realizada por el acido iboténico en el hipocampo ventral, el cual
provoca muerte celular a lo largo de las conexiones con otros circuitos. Recordando que el

acido iboténico actia como un potente neuroexcitador, su mecanismo de accion es a traves
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de los receptores postsindpticos NMDA localizados en las dendritas de la neurona,
permitiendo al Ca*? acceder al entorno intracelular, cuya entrada excesiva lleva finalmente

a la muerte de la neurona por excitotoxicidad a través de procesos apoptéticos.

Ademas, se encontro una relacion significativa entre la disminucion de la amplitud del PPA
y la disminucion de células que conforman la corteza temporal de las ratas con LnHV.
Estos resultados sugieren una relacion anatomo-funcional de la corteza temporal. En
personas con esquizofrenia, se ha observado este fendmeno, reduccion en el numero de
neuronas Y en el potencial relacionado al evento P300 (McCarley et al., 1993; 2002, Preuss
et al., 2010). Sin embargo, otros estudios contradicen esto, mostrando que no existe una
relacion entre la reduccion del volumen del I6bulo temporal y la disminucién del potencial
P300 (Havermans et al., 1999; Meisenzahl et al., 2004). Nuestros hallazgos, respaldan lo
descrito por Light et al. (2012), Turetsky et al., (2009), McCarley et al., (1993, 2002)
Kawasaki et al., (1997) and Preuss et al., (2010), es necesario continuar con este tipo de
correlaciones para determinar la relacion anatomo-funcional de la corteza temporal de las

personas con esquizofrenia.

La organizacion de las neuronas piramidales de la corteza temporal que conforman el
encéfalo de las ratas con LnHV pudo ser analizada a través del estudio de andlisis de Sholl.
A través de este se evalud el patron de ramificacion de las dendritas por su nimero y
longitud. Diversos estudios han descrito atrofia neuronal, disminucion en la densidad de
espinas dendriticas, asi como cambios en el volumen de diferentes estructuras limbicas en
sujetos con trastorno de esquizofrenia (Powchik y cols., 1998; Lewis y cols., 2003; Barros
y cols., 2009; Pappas y cols., 2001; Silva-Gémez y cols., 2003b; Flores y cols., 2005a). Lo
anterior fuertemente relacionado con los déficits de conducta, cognitivos y biologicos
presentes en la enfermedad. Estas alteraciones morfol6gicas se han observado en distintos
modelos animales de esta enfermedad. Bringas y cols., (2011) demostraron que ratas con
LnHV presentan reducciones en la longitud dendritica, arborizacion y nimero de espinas
dendriticas de neuronas que conforman la corteza prefrontal, nicleo accumbes y amigdala
basolateral. Conjuntamente, demostraron que estas reducciones podrian ser revertidas con

la aplicacion de farmacos como haloperidol o clozapina (Bringas y cols., 2011). Ademas,
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Véazquez-Roque y cols., (2012) reportan alteraciones en la citoarquitectura neuronal de
ratas con LNHV en corteza media prefrontal y ndcleo accumbes demostrando que con la
aplicacion de un péptido con factores neurotréficos pueden revertir la hipotrofia neuronal
observada. Hasta el momento no existen reportes en la literatura sobre analisis

morfoldgicos de la corteza temporal para este modelo animal.

En la presente investigacion se encontré un fendmeno inverso a lo reportado por Bringas y
cols., (2011) y Vazquez-Roque y cols., (2012). Las ratas con LnHV presentan un aumento
en la longitud dendritica y arborizacién en la corteza temporal. Esto podria ser una
respuesta de adaptacion de las neuronas para compensar los efectos de la lesion, realizando
modificaciones en la organizacion estructural con la finalidad de minimizar los efectos de
la lesion (Galaburda, 1990).

La ramificacion o sinaptogénesis reactiva es un fendmeno platico por el cual una neurona
puede aumentar su longitud dendritica y arborizacién. Este fenédmeno se refiere a el
crecimiento de un cuerpo celular hacia otro como consecuencia de detectar un sitio vacio.
En otras palabras, este sitio vacio, puede provocar que una neurona lo llene parcialmente
por sus ramificaciones. Estas ramificaciones son guiadas por axones de crecimiento y
proteinas tales como; la laminina, integrina y cadherinas, con mdltiples sitios de
acoplamiento para neuronas, factores tréficos y glucoproteinas (Fingers y cols., 1988;
Pascual-Leone y cols., 1994). Como ya se demostrd en el presente trabajo a través de los
estudios de cuantificacion celular las ratas con LnHV presentan menor nimero de neuronas
en comparacion a las ratas sham. Esto podria activar el fenémeno pléastico de ramificacion o
sinaptogénesis reactiva explicando en parte la causa de que ratas con LnHV presenten

aumento en longitud y arborizacion dendritica.

Por otra parte, este fenomeno también podria explicarse por la activacion factores troficos y
factores de desarrollo neural. EIl proceso inflamatorio causado por la lesion pudo haber
activado a dichos factores con la finalidad de reparar el dafio provocado por el &cido

iboténico (Ono y cols., 1990; Alvarez-Buylla y cols., 1994, Zohari y cols., 1981).
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Las ratas con LnHV presentan reducciones en la longitud dendritica y arborizacion de
neuronas a lo largo del sistema limbico (Vazquez-Roque Yy cols., 2012 y Bringas y cols.,
2011). Esto podria deberse al fendmeno pléstico de supersensibilidad de denervacion. Esto
quiere decir, que al recibir demasiada estimulacion dopaminérgica, las neuronas se
hipersensibilizan, lo que provoca un reorganizacion de la neurona retrayéndose y
disminuyendo sus aferencias (Kamiya y cols., 1994; Zang y cols., 1993, Huerta y cols.,
1993) no asi para la corteza temporal donde no se recibe gran inervacion dopaminérgica

directa.

Finalmente, los cambios observados en el tercer orden dendritico estan relacionados a la
comunicacion de la corteza temporal con estructuras distales. Probablemente, el sistema
esta intentando compensar la comunicacion con estructuras tales como; corteza entorrinal,

parietal, mesencéfalo, hipocampo, talamo entre otras.
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11. Conclusiones.

e Se encontrd que la lesion neonatal de hipocampo ventral redujo la amplitud maxima
de los potenciales auditivos provocados en ratas adultas en comparacion a las ratas no

lesionadas.

e Se observo una disminucion en la densidad neuronal y aumento de gliosis en las

ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral.

e La lesidon neonatal de hipocampo ventral altera la morfologia de las neuronas que
conforman la capa Ill de la corteza temporal, aumentando la longitud dendritica y

arborizacion.

12. Perspectivas.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, surgen otras interrogantes y temas de
interés para comprender las alteraciones funcionales del I6bulo temporal de las ratas con

lesion neonatal de hipocampo ventral y sus implicaciones en la esquizofrenia.

Para estudios posteriores, se propone que se evalué la integridad funcional de la via
auditiva a través de registros simultaneos electrofisioldgicos intracorticales. Estos registros
pueden abarcar desde el nervio auditivo, tdlamo auditivo, coliculos superiores y I6bulo
temporal. De esta forma, se puede identificar los nucleos especificos que presentan
alteraciones en los PPA. Con este informacién se podria corroborar la alteracién especifica

dela via taldamico-coliculo-cortical que presentan las ratas con LnHV.

Las ratas con LnHV presentan alteraciones electrofisioldgicas en coliculos superiores
(Macedo y Cols., 2012) y I6bulos de la corteza temporal. Surge la interrogante de la
existencia de alteraciones a nivel del talamo auditivo. Cabe recordar que este nucleo es una
estructura intermedia de comunicacion entre los coliculos superiores y el tdlamo auditivo.
Se podria tipificar la morfologia de las neuronas que conforman este sitio, asi como realizar

una cuantificacion de neuronas que conforman el nucleo. Ademas, llama la atencién
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realizar el conteo y la tipificacion de las espinas dendriticas, con esta informacion se puede

inferir la capacidad de sinapsis y de comunicacion del ndcleo.

Respecto al hallazgo de que las ratas con LnHV presentan mayor numero de células gliales,
seria conveniente determinar el tipo de célula glial es la que conforman la corteza temporal.
Esto podria realizarse con diferentes técnicas inmunohistoquimicas tales como GFAP,
PAGF-Astrocitos, Iba-1-microglia. Identificando el tipo de célula glial se puede concluir la

funcién que tiene su presencia corteza temporal de la rata con LnHV.

Finalmente, una de las limitantes de este trabajo fue el no contar con una muestra de
pacientes con esquizofrenia. Seria interesante, replicar la obtencion de los PPA con el

mismo protocolo que se utilizo en la presente tesis.

El presente trabajo toma una gran importancia, debido a que se arrojan hallazgos novedosos
sobre la integridad funcional de la corteza temporal de las ratas con LnHV. Este estudio
permitio entender en parte, la participacion del 16bulo temporal en la fisiopatologia de la
esquizofrenia. Es necesario continuar con este tipo de estudios para entender esta patologia

y asi incrementar la calidad de vida de los sujetos que padecen esquizofrenia.
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