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Evaluacion conductual del fenotipo «esquizofrenia»
en un modelo animal por lesion neonatal
del hipocampo ventral en ratas juveniles y adultas
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|ntroducci6n

Resumen

La esquizofrenia es un grave trastorno mental que afecta a una de cada 100 personas en el mundo y se caracteriza
por la distorsion de los pensamientos y percepciones. Se han desarrollado diversos modelos animales para el estudio
de la esquizofrenia basados principalmente en el estudio del mecanismo de accion de los antipsicéticos. En el presente
trabajo mostramos varias de las pruebas conductuales clasicas (memoria, interaccion social [IS] e inhibicion de
prepulso) relacionadas con la enfermedad, utilizando el modelo de la lesion neonatal en el hipocampo ventral (LNHV),
en ratas juveniles y adultas. El modelo animal de la LNHV es un modelo heuristico que discrimina, mediante las pruebas
conductuales, al fenotipo «tipo-esquizofrenia» de otros paradigmas conductuales como el de la depresion y la ansiedad,
especificamente en los animales adultos. El estudio de la gendmica de este modelo promete ser un importante generador
de genes candidatos para la esquizofrenia en el ser humano.

PALABRAS CLAVE: Esquizofrenia. Modelos animales. Lesion neonatal en el hipocampo ventral.

Abstract

Schizophrenia is a serious mental disorder that affects one in 100 people worldwide, and is characterized by distorted
thoughts and perceptions. Several animal models have been developed, based primarily on the study of the mechanism
of action of antipsychotics. In this paper we present a number of classic behavioral tests (memory, social interaction,
and pre-pulse inhibition) associated with schizophrenia in young and adult animals with NLVH. The animal model of
NLVH is a heuristic model that discriminates, by behavioral testing, the phenotype “schizophrenia-like”from other behavioral
paradigms such as depression and anxiety, specifically in adult animals. The genomics study of this model promises to
be an important source of candidate genes for schizophrenia in humans. (Gac Med Mex. 2014;150:420-31)
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vida'. Aunque su etiologia es aun desconocida, se

acepta una etiologia multifactorial. Por ejemplo, la teo-
ria del neurodesarrollo propone que la predisposicion

La esquizofrenia es un grave trastorno mental que
afecta a una de cada 100 personas en el mundo, se
caracteriza por la distorsion de los pensamientos y las
percepciones, e incide en el paciente durante toda su
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genética, aunada a agentes ambientales tempranos
(trauma, estresor o virus), producirfa alteraciones en la
conectividad del cerebro durante su desarrollo, princi-
palmente en el control de las areas subcorticales me-
diadas por el sistema dopaminérgico®3. Se ha sugeri-
do también que la esquizofrenia puede ser inducida
por «accidentes» o lesiones durante el desarrollo tem-
prano del cerebro del individuo, que conllevan una
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reduccion de las conexiones neuronales de diferentes
regiones*.

La esquizofrenia se caracteriza principalmente por
presentar sintomas positivos, negativos y cognitivos,
como pérdida de memoria®. Los sintomas positivos se
relacionan con sintomas psicéticos como pérdida de
contacto con la realidad, delirios y alucinaciones,
mientras que los sintomas negativos corresponden a
un estado de déficit en los procesos conductuales, que
estan disminuidos o ausentes y se manifiestan como
empobrecimiento o disminucion del pensamiento, la
afectividad, la conducta y el lenguaje®.

En la esquizofrenia también se propone la participa-
cién de diferentes sistemas de neurotransmision'. Por
ejemplo, la hipotesis dopaminérgica de la esquizofre-
nia se origina de la observacion de que las drogas de
abuso, que aumentan la liberacién de dopamina (por
ejemplo, cocaina y anfetaminas), pueden inducir sin-
tomas psicoticos, y con el descubrimiento de que los
antipsicoéticos bloquean preferentemente los recep-
tores dopaminérgicos D2 y D47. Otro sistema rela-
cionado con la esquizofrenia es el GABAérgico; re-
cientemente se ha encontrado que el alelo T del gen
GABRB1, que codifica para la subunidad -1 del re-
ceptor &cido y-aminobutirico A (GABA-A), esté fuerte-
mente asociado con la enfermedad, por lo que se ha
propuesto como marcador molecular®. El papel de la
serotonina en la esquizofrenia fue originalmente pro-
puesto basandose en los efectos alucinogénicos del
acido lisérgico (LSD), compuesto que activa los recep-
tores serotoninérgicos 5-HT2A; por ejemplo, los antip-
sicéticos atipicos, como clozapina, olanzapina y rispe-
ridonam son antagonistas de diferentes receptores de
serotonina®.

Estudio de la esquizofrenia
en modelos animales

El empleo de modelos animales en psiquiatria tiene
claras limitaciones, ya que se trata de reproducir en
un animal sano conductas humanas complejas’®'3. No
obstante, los modelos animales de trastornos psiquia-
tricos han permitido explorar el potencial terapéutico
de medicamentos especificos en el tratamiento de es-
tos padecimientos, asi como obtener datos relevantes
de los mecanismos de accién de dichos farmacos, y
también son herramientas valiosas para la determinacion
de los sustratos neurobiologicos de los desérdenes
psiquiatricos®.

La contribucion de los modelos animales a la neu-
robiologia de los trastornos psiquiatricos depende de
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su validez, por lo que se plantea que los modelos
cumplan con los siguientes criterios'.

— Criterio de validez predictiva: implica que los far-
macos que modifican el estado patoldgico en los
humanos también deben hacerlo en el modelo
animal, cubriendo los requisitos de sensibilidad,
selectividad y potencia relativa.

— Criterio de validez de apariencia: se refiere a la
similitud fenomenoldgica entre el modelo y el des-
orden estudiado; se propone que el modelo debe
mostrar los sintomas mas representativos del des-
orden.

— Criterio de validez de constructo o validez hipo-
tética: establece que la hipdtesis que explica el
trastorno psiquiatrico también debe servir como
fundamento del modelo™.

Para el estudio de la esquizofrenia se han propues-
to varios modelos animales: farmacologicos, genéticos
(inducidos por mutaciones o deleciones genéticas) y
de neurodesarrollo (inducidos por una lesion fisica o
neurotéxica o por factores ambientales durante el neu-
rodesarrollo)'.

Modelos de neurodesarrollo

Se ha sugerido que la esquizofrenia puede ser indu-
cida por eventos o «lesiones» durante el desarrollo
temprano del individuo, trayendo como consecuencia
una reduccion de las conexiones neuronales en dife-
rentes regiones cerebrales como la corteza prefrontal,
asi como una disminucion de las sinapsis en sitios de
proyeccion como el cingulo, la corteza y el estriado
ventral'®, Basandose en esta idea, se han desarrollado
modelos en los que se afecta el desarrollo del cerebro,
ya sea durante la etapa prenatal o neonatal, como en
el modelo validado de LNHV'7,

Este modelo se induce con una pequefa lesion exi-
totoxica en el hipocampo del cerebro inmaduro de
ratas neonatas, dando oportunidad a su posterior ma-
duracion. En la etapa adulta, los animales lesionados
presentan conductas relacionadas con los sintomas
positivos y negativos de la enfermedad, como hiperlo-
comocion, reduccion de la inhibicion por prepulso, dé-
ficit de memoria y decremento en la Interaccion Social,
entre otras'®. Este modelo esta basado en la hipotesis
del neurodesarollo, ya que postula que en la esquizo-
frenia la migracién neuronal esta alterada en el segundo
trimestre de gestacion (primeros dias neonatales en
roedores), y afecta a varios de los sistemas de neuro-
transmision relacionados en esquizofrenia’®. De acuer-
do con la revision anterior, pensamos que el modelo
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animal que mas sustenta las caracteristicas de la es-
quizofrenia es el de LNHV, ya que puede servir para
estudiarla desde una perspectiva fisiopatoldgica®.

El objetivo del presente trabajo fue analizar las dife-
rencias conductuales dependientes de la edad (a los
45y 90 dias) con pruebas conductuales relacionadas
con la esquizofrenia en el modelo de LNHV.

Metodologia
Material biolégico

El estudio parti6 de 48 ratas macho de la cepa
Wistar, provenientes de camadas de ratas prefiadas
en el laboratorio en aislamiento individual, y que fueron
puestas a ciclo invertido luz-oscuridad de 12 h. La
muestra total fue dividida en seis grupos: ocho ratas
LHVN-juveniles, ocho ratas falsamente lesionadas
(sham) juveniles, ocho ratas (naive) sin manipulacion
juveniles, ocho ratas LHVN-adultas, ocho ratas falsa-
mente lesionadas (sham) adultas y ocho ratas (naive)
sin manipulacion.

Todos los experimentos se realizaron siguiendo las
regulaciones establecidas en la norma oficial mexicana
para el uso y cuidado de los animales de laboratorio
(NOM-062-Z00-1999), asi como las regulaciones del
comité de ética de la Asociacion Internacional para el
Estudio del Dolor?!,

Lesion neonatal en el hipocampo ventral: las crias
de 5-7 dias de vida fueron anestesiadas por hipotermia
colocandolas en hielo durante 12-15 min; posterior-
mente, se colocaron en un estereotaxico con adapta-
dor especial para animales neonatos. A cada cria se
le realiz6 una incision en la piel del craneo y se le
administré 0.3 ul de &cido iboténico (disuelto en buffer
de fosfatos 0.1 M, pH 7.4) directamente en el hipocam-
po ventral durante 2 min con una canula de acero
inoxidable de 30-ga de grosor. Las coordenadas fue-
ron: anteroposterior: 2.0 mm, mediolateral: + 2.5 mm
relativo a bregma y ventrodorsal: -3.3 mm de la dura-
madre®. Posteriormente los animales se suturaron y
se dejaron recuperar bajo el calor indirecto de una
lampara de 40 W hasta recuperar su temperatura. Los
animales operados se regresaron con sus respectivas
madres hasta el momento del destete a los 21 dias de
edad?0?,

Pruebas conductuales

A los animales de 45 y 90 dias de edad se les rea-
lizaron pruebas conductuales; antes de estas pruebas

las ratas se aislaron durante cinco dias en cajas indi-
viduales (34 x 16 x 24 cm) y al sexto dia se iniciaron
las pruebas que a continuacion se describen.

Prueba de coordinacion motora

La coordinacion motora se midié con la ayuda de un
equipo (rotarod) que consintié en un cilindro de 7 cm
de didmetro que rotaba a una velocidad de 11 rpm.
Los animales fueron puestos a caminar sobre los cilin-
dros durante 5 min, después de dos sesiones de en-
trenamiento. En la prueba se registrd el nimero de
caldas del animal®®. Generalmente, esta prueba sirve
para observar la motricidad del animal; en este caso
la utilizamos para determinar si la operaciéon neonatal
no interferia en la motricidad y locomocion del animal
a evaluar, ya que si el animal cae mas de una o dos
veces durante la prueba, se dice que presenta anor-
malidades en la motricidad, y se descarta del expe-
rimento.

Prueba de campo abierto

Para analizar la actividad locomotora, los animales
se sometieron a la prueba de campo abierto. Las ratas
se colocaron individualmente en una caja de acrilico
(30 x 60 x 15 cm) con el suelo dividido en 24 cuadra-
dos. Se registré el nimero de veces en el que el
animal entraba en cada cuadro con las cuatro patas,
en un periodo de 5 min. Las mediciones se realiza-
ron en un ambiente de oscuridad, iluminado por una
lampara roja colocada por encima del campo abierto.
La prueba se grabo para su posterior registro?>24, Con
la prueba de campo abierto se espera observar hiper-
locomocioén en los animales con LNHV. Cabe mencio-
nar que esta prueba es uno de los parametros que
mas se han evaluado en modelos de esquizofrenia, ya
sea farmacoldgicos, genéticos o por alguna lesion?-27,

Prueba de Interaccion Social (IS)

Los animales fueron aislados individualmente duran-
te cinco dias antes de iniciar la prueba. Se pusieron
dos animales en un cilindro trasparente de 70 cm de
diametro x 38 de altura, en una habitaciéon oscura y
bajo luz brillante. Se registro el tiempo acumulado
de interaccion durante 10 min mediante una camara de
video, y se midieron los siguientes comportamientos:
montaje, olfateo, salto y arrastrarse sobre la pareja®®2°.
La reduccién de la IS es uno de los sintomas negativos
mas representativos de la esquizofrenia, que también
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se ha observado en varios modelos farmacologicos de
esquizofrenia?®2,

Prueba de reconocimiento de objetos

La prueba se dividié en tres sesiones distintas (ha-
bituacion, familiarizacion y sesiones de retencion) y se
llevo a cabo durante dos dias consecutivos. La sesion
de habituacion es necesaria para que todos los ani-
males se adapten al escenario experimental sin esti-
mulo especifico durante 15 min, 24 h antes de la prue-
ba. En el segundo dia, los animales realizaron una
sesion de familiarizacion, 10 min con la presencia de
dos objetos idénticos hechos de metal 0 madera. Los
objetos fueron colocados en el centro del piso de la
arena y los animales exploraron los objetos libremente
durante 10 min. Inmediatamente después de la sesion
de familiarizacion, las ratas se retiraron de la arena. La
prueba se repitié 60 min mas tarde (sesion de reten-
cion) para probar la memoria a corto plazo. En este
caso, uno de los objetos se cambié por un nuevo
objeto (objeto nuevo) y la rata se introdujo en la arena.
Las posiciones de los objetos se permutaron al azar
para cada animal. Se registr¢ el tiempo de exploracion
(tiempo que pasan los animales oliendo o tocando los
objetos con la nariz y/o patas delanteras). El tiempo
dedicado a explorar cada objeto fue grabado durante
10 min con una camara de video digital. El indice de
discriminacion se calculé para determinar la preferen-
cia de las ratas en la exploracion del objeto nuevo, en
relacion con el objeto conocido?39-%2, Para medir la
funcion cognitiva se utilizé el indice de reconocimien-
to (RI), que resulta de dividir el tiempo de exploracién
del objeto nuevo por el tiempo total de exploracion. Un
valor de Rl cercano a 0.5 indica que los animales
pasan una cantidad similar de tiempo en explorar el
objeto familiar y el objeto nuevo, mientras que los
valores de Rl mayores a 0.5 indican preferencia de
exploracion del nuevo objeto®.

Prueba de inhibicion de prepulso

Las céamaras acusticas consistieron en un tubo
de acrilico o inmovilizador (8.2 cm de didmetro y 22 de
longitud) con un acelerémetro montado debajo del
tubo. El animal se coloc6 en el inmovilizador en una
caja oscura sonido-atenuante; los estimulos acusticos
fueron promovidos por el software del ordenador, a
través de una bocina que se colocd 10 cm por enci-
ma del tubo. El software convierte las mediciones del
acelerometro en una sefial digital. El ruido de fondo
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fue de 70 dB. Cada sesién se inicié con una aclima-
tacion de 5 min, seguida por bloques de seis ensayos
gue incluyeron un estimulo de 120 dB de pulso (am-
plitud basal) y un prepulso de 15 dB por encima del
ruido de fondo. Los prepulsos siempre antecedieron
al estimulo de 120 dB después de 100 ms; el inter-
valo entre cada prueba fue de 10/37 s. Después de
las pruebas, los inmovilizadores se limpiaron con
una solucion de jabdn suave antes de que el si-
guiente animal se pusiera a prueba. La amplitud de
sobresalto se calculé como el promedio de los seis
ensayos. El porcentaje de inhibicién de prepulso (PP1%)
se calculd de la siguiente manera: 100 — (amplitud de
sobresalto / amplitud de sobresalto basal) x 100%. Esta
prueba evalla la capacidad de respuesta del individuo
ante el estimulo auditivo, asi como su procesamiento;
en los animales, se pueden medir anormalidades en
el procesamiento de la informacion y atencién, carac-
teristicas presentes en la esquizofrenia3+%,

Modelo de nado forzado

Las sesiones de nado se realizaron en cilindros
de vidrio individuales (46 x 20 cm) con agua tibia
(23-25 °C) y 30 cm de profundidad, sin que los anima-
les tocasen el fondo con las patas. La prueba se
realizd en dos sesiones: un entrenamiento inicial de
15 min y 24 h més tarde una sesion de 5 min. Las
ratas fueron retiradas de los cilindros, con toallas se
les quité el exceso de agua, para ser colocadas en
jaulas calientes durante 30 min, y posteriormente fue-
ron regresarlas a sus jaulas. Cada sesion fue grabada
con video para su posterior andlisis®. El modelo de
nado forzado mide la desesperanza conductual del
animal; se sabe que la depresion no es una caracte-
ristica tipica de la esquizofrenia, por lo que se espe-
raba que el animal con LNHV no presentara desespe-
ranza conductual o conducta de tipo depresivo en el
analisis de la prueba®.

Modelo de enterramiento defensivo

Para esta prueba se utilizé un equipo de acrilico
(34 x 16 x 24 cm) que contenfa un electrodo de 7 cm
de largo, en un costado de la caja que emergia 2 cm
por encima de una cama de aserrin fino. Cada vez
gue el animal tocaba el electrodo, podia recibir una
descarga eléctrica de 0.3 mA. Ya que la fuente del
choque era un estimulo adverso, instintivamente el
animal trataba de esconder o enterrar el estimulo. La
sesion fue grabada durante 10 min para posteriormente
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Tabla 1. Resultados estadisticos de las pruebas conductuales*

Prueba p naive vs p sham vs p naive p sham vs p lesionados juveniles

sham lesionados vs sham lesionados vs lesionados adultos
Juveniles Adultos

Campo abierto 1.0 1.0 1.0 0.001 0.001

Reconocimiento de objetos 1.0 1.0 1.0 0.023 0.021

Interaccion Social 1.0 1.0 1.0 0.051 0.005

Inhibicion de prepulso 1.0 1.0 1.0 0.048 0.038

Nado forzado 1.0 1.0 1.0 1.0 0.556

Enterramiento defensivo 1.0 1.0 1.0 1.0 1.02

Plancha caliente 1.0 1.0 1.0 1.0 1.05

Andlisis estadistico de las pruebas conductuales. Se muestran los resultados del andlisis estadistico con la prueba de ANOVA con contrastes planeados por edad y tipo de

conducta.

*p < 0.005 naive vs sham; sham vs lesionado, y lesionado juvenil vs lesionado adulto (n = 8 por grupo).

registrar las mediciones y el tiempo acumulado de
enterramiento como indicadores de ansiedad®. En la
esquizofrenia no se presenta de manera tipica la an-
siedad, por lo que en el modelo de LNHV es posible
gue no se encuentre.

Prueba de nocicepcion

Cada animal se introdujo en un cilindro de vidrio
(20 cm de diametro por 25 de altura) y se colocé en
el centro de una placa metalica a 53 + 0.5 °C. Den-
tro de los primeros segundos, el animal debe mostrar
la conducta de lamerse las patas como respuesta
concreta evocada por el estimulo térmico. La latencia
marca la aparicion de esta respuesta y se determina
que la prueba debe concluir antes de 30 s para evi-
tar dafar el tejido®. Se sabe que los pacientes con
esquizofrenia presentan una disminucion en la sensi-
bilidad al dolor®®, por lo que se espera que en los
animales con LNHV las latencias sean mas altas que
en los controles.

Resultados

Para evaluar los parametros conductuales (rotarod,
campo abierto, reconocimiento de objetos, IS, inhibi-
cién de prepulso, nado forzado, enterramiento defen-
sivo y nocicepcioén) dependientes de la edad en los
grupos de ratas lesionadas, shamy naive, se utilizo el
paquete estadistico SPSS (versién 15) y el programa
Sigma Plot (versién 10.0).

Los resultados conductuales se analizaron con la
prueba de andlisis de la varianza (ANOVA) de dos vias
con contrastes planeados post hoc y correccion de
Tukey, para ver si las diferencias obedecian al efec-
to de la interaccion entre la edad (45 o 90 dias) y el
tipo de conducta (Tabla 1).

La prueba de coordinacion motora mostré que la
mayoria de los animales no presentaron problemas de
locomocion; so6lo un 2% de los animales presentaron
problemas de equilibrio, los mismos que fueron des-
cartados del protocolo (datos no mostrados).

En la prueba de campo abierto, la actividad locomo-
tora del grupo de ratas adultas lesionadas revel6 un
incremento en la locomociéon en comparacion con su
grupo control y en el grupo de ratas juveniles no se
observaron diferencias estadisticamente significativas
(Fig. 1).

Con respecto a la evaluacion de la memoria, en el
grupo de ratas adultas lesionadas se observd una
reduccion significativa en la exploracién del objeto no
familiar, lo que se traduce en una deficiencia de memo-
ria, en comparacion con los grupos de control (Fig. 2).
En el grupo de ratas juveniles no se observaron dife-
rencias; el tiempo acumulado de exploracion del ob-
jeto no familiar no fue diferente para los tres grupos
experimentales.

En la prueba de IS, se encontré que el grupo de
ratas adultas lesionadas present6 un decremento muy
marcado en la IS en comparacién con sus controles,
a diferencia del grupo de ratas juveniles, en donde no
se observaron diferencias estadisticamente significativas
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Figura 1. Prueba de campo abierto. Se muestra el nimero de cruces promedio por cada 5 min, en el grupo de ratas juveniles de 45 dias
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y adultas de 90 dias. *p < 0.05 versus grupo control a la misma edad. Prueba de t* < 0.005 frente al grupo control (n = 8 por grupo).
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Figura 2. Efecto de la LNHV en la frecuencia de exploracion, en el grupo de ratas juveniles de 45 dias y adultas de 90 dias. *p < 0.05 vs
grupo control a la misma edad. Prueba de t* < 0.005 frente al grupo control (n = 8 por grupo).

del tiempo acumulado de contacto social, respecto a
los grupos de control (Fig. 3).

Respecto a la inhibicién de prepulso, se observo
que el grupo de animales adultos lesionados presentd
un aumento del porcentaje de inhibicién de prepulso,
en comparacion con los animales falsamente lesiona-
dos y sus controles (Fig. 4). En el grupo de animales
juveniles no se presentaron cambios en la respuesta
a los sonidos (prepulso o pulso).

Con respecto a la evaluacién de la conducta de tipo
depresion, por medio del modelo de nado forzado, no

se encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas en el tiempo acumulado de inmovilidad, en com-
paracion con los grupos lesionados, shamy naive, en
animales juveniles y adultos (Tabla 2). Asi mismo, la
evaluacion de la ansiedad mediante el modelo de
enterramiento no mostré cambios conductuales de tipo
depresion. Se compard6 el tiempo acumulado de ente-
rramiento de los grupos lesionados, shamy naive, en
animales juveniles y adultos, y se observd que no hubo
diferencias significativas en ninguna de las dos eda-
des (Tabla 2).
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Figura 3. Efecto de la LNHV en el tiempo de contacto social, en el grupo de ratas juveniles de 45 dias y adultas de 90 dias. *p < 0.05 vs
grupo control a la misma edad. Prueba de t* < 0.005 frente al grupo control (n = 8 por grupo).
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Figura 4. Efecto de la LNHV en la prueba de inhibicién de prepulso, en el grupo de ratas juveniles de 45 dias y adultas de 90 dias.
p < 0.05 vs grupo control a la misma edad. Prueba de t < 0.005 frente al grupo control (n = 8 por grupo).

Finalmente, se evalud la nocicepcion por medio de
la prueba de plancha caliente. En esta prueba no se
detectaron diferencias estadisticas entre el grupo juve-
nil y el grupo de animales adultos, comparados con sus
respectivos controles (el grupo de animales falsamente
lesionados y el grupo sin manipulacién) (Tabla 3).

Adicionalmente se muestra una microfotografia repre-
sentativa del hipocampo de ratas 45 juveniles dias de
edad lesionadas versus shamy del hipocampo de ratas
adultas 90 dias de edad lesionadas y sham;, se muestra
la lesion provocada por el acido iboténico (Fig. 5).

Discusion

El objetivo del trabajo fue analizar las diferencias
conductuales dependientes de la edad relacionadas
con la esquizofrenia en el modelo de LNHV. Las con-
ductas evaluadas en el modelo de LNHV demuestran
una especificidad conductual asociada con la esqui-
zofrenia, ya que en la prueba de nado forzado y la de
enterramiento defensivo no se observaron caracteris-
ticas de depresion y ansiedad; todas las mediciones
se compararon con el grupo de animales falsamente
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Tabla 2. Comportamiento de enterramiento defensivo y nado forzado en el grupo de animales juveniles y adultos lesionados

en el hipocampo ventral

Juveniles Adultos

Enterramiento defensivo (s)

Naive 62.00 + 29.27 99.00 + 96.63
Sham 104.0 + 83.93 125.75 + 79.35
Lesionado 96.50 + 69.70 119.45 + 90.08
Nado forzado (s)

Naive 64.41 + 41.29 54.83 + 22.11

Sham 75.00 + 34.46 64.13 + 30.27

Lesionado 72.36 + 45.04 48.41 + 33.53

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

Tabla 3. Nocicepcion en los grupos de ratas juveniles y adultas lesionadas en el hipocampo neonatal en el dia postnatal (EP 7),

en comparacion con sus controles

Prueba de plancha caliente Juveniles Adultos
Escalamiento

Naive 2.200 + 0.447 4.400 + 1.140
Sham 2.200 + 0.632 4111+ 1.364
Lesionado 2.545 + 0.820 4.400 + 1.265
Lamida de patas

Naive 6.600 + 4.278 8.400 + 1.140
Sham 6.900 + 3.178 8.125 + 1.553
Lesionado 5.364 + 1.120 10.444 + 2.404
Escape

Naive 8.00 + 2.00 8.400 + 1.140
Sham 8.30 + 2.83 8.125 + 1.55
Lesionado 6.81 £ 1.40 10.444 + 2.40

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

lesionados y el grupo sin manipulacion (sham), y se
realizaron en dos etapas: juvenil (45 dias) y adulta
(90 dias) (Tablas 2y 3).

En la etapa adulta se observaron conductas relacio-
nadas con la esquizofrenia, como hiperlocomocion,
déficit de memoria, pérdida de IS e inhibicion de pre-
pulso; los resultados mostraron que las conductas
relacionadas con la esquizofrenia se presentaron uni-
camente en el grupo de animales adultos lesionados.

En la etapa juvenil, las ratas lesionadas presentaron
comportamientos muy parecidos a las no manipuladas
(naive) y a las falsamente lesionadas (sham).

La prueba de coordinacion motora fue importante
para observar la motricidad del animal; en este caso,
la utilizamos para determinar si la operacion neonatal
no interferfa en la motricidad y locomocion del animal
a evaluar, ya que si presentaba anormalidades, éste

se descartaba del estudio®. La prueba de rotarod nos
mostré que la lesion realizada en el hipocampo ventral
neonatal no afectd a la coordinacion motriz de la ma-
yoria de los animales, ya que los animales respondie-
ron adecuadamente a la prueba sin caer.

La hiperlocomocion es considerada una conducta
relacionada con los sintomas positivos de la esquizo-
frenia (indicador de schizophrenia-like/*°, una de las
caracteristicas que mas se han evaluado en los mo-
delos animales de esquizofrenia, ya sea inducidos
farmacolégicamente o con el silenciamiento o muta-
cion genética3o34,

Con la prueba de campo abierto fue posible obser-
var hiperlocomocién en el grupo de animales adultos
lesionados, mientras que el de animales juveniles lesio-
nados sélo mostré tendencias a incrementar (Fig. 1).
La actividad locomotora es el parametro que mas se
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Figura 5. Verificacion de la LNHV en ratas juveniles y adultas. En
las lesiones representativas, localizadas en los grupos de ratas
sham y lesionadas, se muestran cortes histoldgicos de ratas juveniles
(Ay B) y adultas (C y D). La fotografia A muestra un corte coronal
del cerebro lesionado de rata juvenil mientras que en la B se ilustra
el de un animal falsamente lesionado. En la fotografia C se muestra
un corte de cerebro de animal lesionado adulto y en la D, el de un
animal adulto falsamente lesionado. Las flechas indican la lesion en
ambos paneles.

ha evaluado en el modelo de LNHV, y se ha medido
en varias edades. Trabajos previos reportan hiperloco-
mocion en animales adultos*'**3, pero pocos trabajos
han estudiado la hiperlocomocién en animales jove-
nes. En nuestro caso, observamos que las ratas juveniles
lesionadas presentaban tendencias a incrementar la
locomocion, pero ésta no fue significativa. Cabe men-
cionar que Lipska, et al. (2000) y Al-Amin, et al. com-
pararon también animales con estas edades y encon-
traron que ambos grupos presentaban hiperlocomocion,
pero en estos trabajos la hiperlocomocién de los ani-
males jovenes era menor que la observada en los
animales adultos. Por lo tanto, es posible que la hiper-
locomocién se presente en animales juveniles, pero,
dependiendo de la forma de registro, se pueden encon-
trar o no diferencias estadisticamente significativas'®4.

Respecto a la IS, uno de los sintomas negativos mas
representativos de la esquizofrenia es el deterioro de
la sociabilidad o la incapacidad de IS. Es interesante
sefalar que la reduccion de esta conducta también se
ha observado en modelos farmacoldgicos de esquizo-
frenia. Por ejemplo, en un modelo en el que se admi-
nistré fenilciclidina de manera crénica se observo un
decremento significativo en la IS en animales adultos
tratados con este farmaco*®4’. En el modelo de LNHV
se ha reportado un decremento en la IS en ratas lesio-
nadas adultas', pero pocos trabajos han analizado si

hay diferencias dependientes de la edad. En el pre-
sente trabajo encontramos que el grupo de animales
adultos con LNHV pierden el interés por interactuar
con el otro roedor. El analisis estadistico muestra una
reduccion significa de la IS del grupo de ratas adultas
lesionadas. Sin embargo, en animales jévenes de 45 dias
de edad se observan niveles de IS similares a los que
presentan los animales controles (sham o naive) de la
misma edad (Fig. 3).

En lo referente al reconocimiento de objetos, el de-
terioro cognitivo, reflejado como una pérdida de me-
moria de trabajo, es una caracteristica representativa
de la esquizofrenia®®. En el modelo de LNHV se pre-
senta un deterioro posiblemente relacionado con el
dafio en la corteza prefrontal, derivado de la lesion en
el hipocampo ventral en edad neonatal*’. En esta prue-
ba, el grupo de animales adultos lesionados present6
pérdida de memoria; el tiempo de la exploracion del
objeto no familiar fue muy similar o menor al tiempo de
exploracion del objeto familiar (Fig. 4). La pérdida de
memoria Unicamente se presentd en el grupo de ani-
males adultos lesionados; el de animales juveniles
presenté tendencias de déficit de memoria, pero los
datos no fueron estadisticamente significativos. Otros
autores han medido la memoria mediante el laberinto
radial o en T; es posible que con estas pruebas el
animal se exponga a mas estrés que el que se le
produce con la prueba de reconocimiento de objetos.
Ademas, estas pruebas miden la memoria a largo plazo
y en nuestro caso, con la prueba de reconocimiento
de objetos, s6lo medimos la memoria de trabajo a
corto plazo.

En cuanto a la prueba de inhibicién del prepulso
sensorial, la esquizofrenia esta asociada con anorma-
lidades en el procesamiento de la informacion y aten-
cion; la prueba de inhibicion del prepulso evalua la
capacidad de respuesta del individuo ante el estimulo
auditivo, asi como su procesamiento™. En nuestros
resultados observamos que la inhibicion del prepulso
sensorial s6lo se presento6 en el grupo de ratas adultas
lesionadas; el grupo de animales juveniles lesionados
no presento diferencias estadisticamente significativas
con respecto a sus controles (Fig. 4). En pacientes con
esquizofrenia, se establece que presentan una reduc-
cion del prepulso sensorial derivado posiblemente de
la dificultad de filtrar sonidos o la manera en que éstos
los traducen o filtran*®. Esta prueba se ha evaluado en
trabajos anteriores en modelos animales para esquizo-
frenia, como prueba importante de la enfermedad3®3®,
y se ha encontrado, en la mayoria de los animales, un
déficit en la inhibicion del prepulso.
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La prueba de nocicepcion mide el dolor, aunque se
sabe que los pacientes con esquizofrenia presentan
una disminucion de la sensibilidad al dolor*. En el
modelo de LNHV no se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas en comparacion con los
controles, por lo que posiblemente la lesion no afectd
a la nocicepcion de los animales. Estos resultados son
similares a los reportados anteriormente por Al-Amin,
et al. (a pesar de encontrar una reduccién en las la-
tencias, sus datos no fueron del todo concluyentes),
asi como por los reportados en pacientes con esqui-
zofrenia®.

Los modelos de ansiedad y depresion fueron apli-
cados en el modelo de LNHV para evaluar la predis-
posicion de adquirir estas conductas de forma poste-
rior a la LNHV. Las pruebas se realizaron en el grupo
de animales juveniles y adultos lesionados. Los resul-
tados de las pruebas nos revelaron que no se encon-
traron diferencias entre los grupos lesionados y los
falsamente lesionados. Se sabe que la depresion y la
ansiedad en pacientes con esquizofrenia no son una
caracteristica inherente de la enfermedad, ya que si
éstas se presentan en pacientes ordinariamente es de
manera atipica, y de forma inconsistente®!, por lo que
nuestro interés estaba enfocado en observar la res-
puesta de los animales lesionados ante paradigmas
de ansiedad y depresion. Wood, et al., en 2003, repor-
taron mayor ansiedad en animales lesionados, deter-
minada a través del laberinto elevado, al igual que
Sams-Dodd, et al. (1997); sin embargo, no se habia
estudiado la ansiedad con el modelo de enterramiento
defensivo®?%3, El modelo de enterramiento defensivo
se basa en la caracteristica instintiva de enterrar ob-
jetos adversos, considerando que a mayor enterra-
miento, mayor ansiedad; los animales con LNHV eva-
luados no respondieron a este paradigma. De la misma
forma, Lipska, et al., en 1993, reportaron que el LNHV
no presentaba caracteristicas de depresion con el mo-
delo de nado forzado en animales lesionados de 35,
56 y 70 dias®, resultados similares a los obtenidos en
este trabajo.

Los resultados conductuales de los animales con
LNHV nos indicaron que sélo en la etapa adulta se
observan cambios conductuales parecidos a la esqui-
zofrenia (schizophrenia-like). Posiblemente las conduc-
tas solo se observaron en la edad adulta debido al
fenémeno de pruning o poda neuronal; se sabe que, en
ratas, la poda neuronal se realiza entre los dias 44 y
46, por lo que a los 45 dias aun no se observan los
efectos de esta poda; sin embargo, a los 90 dias se
observan claramente las conductas de tipo esquizofrenia

.. Evaluacién conductual del fenotipo «esquizofrenia»

(hiperlocomocién, deterioro de la memoria, reduccién
de la IS, inhibicién de prepulso), conductas parecidas
a las que se presentan en los pacientes con esquizo-
frenia®. En este mismo sentido, se ha visto que en
pacientes con esquizofrenia, después del proceso de
poda neuronal, la mayoria de los sintomas de la es-
quizofrenia se observan con mayor claridad, coinci-
diendo justo con el momento después de que se haya
realizado este proceso, razén por la cual en los ado-
lescentes resulta dificil observar con certeza los sinto-
mas relacionados con la esquizofrenia, por lo cual el
diagnostico de la enfermedad se realiza tardiamente®.
Es importante no perder de vista este fendémeno en el
modelo animal de esquizofrenia; si las conductas sélo
se presentaron en la edad adulta, posiblemente el
fenémeno de pruning también se pudiera estar pre-
sentando en el modelo de LNHV. Feinberg, et al. con-
sideran que la esquizofrenia es generada por una al-
teracion en la poda neuronal durante la adolescencia
y Stevens propone que es posible una reinervacion y
conexion sinaptica aberrante posterior a una lesion
previa. En el mismo sentido, hay autores que argumen-
tan que en el modelo de LNHV algunas conductas se
observan mejor en la edad adulta®-%°,

Los cortes histolégicos de los dos grupos de anima-
les trabajados (lesionados y sham) se compararon
entre si; éstos fueron expuestos a las mismas condi-
ciones y pruebas conductuales. En los cerebros del
grupo de ratas lesionadas se present6 una pérdida de
células por atrofia, probablemente derivada del dafio
por la lesion neonatal por el acido iboténico y en res-
puesta a una posible regeneracion, en comparacion
con los cortes del grupo de ratas sham. Sin embargo,
la lesion que se observo en los cortes histologicos del
grupo de ratas juvenil fue mayor. Se observaron cavi-
dades o regiones ausentes de células, comparadas
con los cortes de los grupos ratas sham. Probable-
mente estas cavidades se observaron mas grandes
porque el lapso de tiempo pasado desde la lesion fue
mas corto, y su cerebro tuvo menos tiempo para rege-
nerar otras células, por lo que la lesion se observé mas
grande en el grupo de ratas juveniles en comparacion
con el dafno observado en el grupo de ratas adultas.
Se hace necesario contar con mas experimentacion en
el futuro (Fig. 5).

Conclusiones
El uso de modelos animales para esquizofrenia es

muy reciente y aun estamos lejos de contar con el
modelo animal ideal. Sin embargo, los modelos animales
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con los que se cuenta en la actualidad nos permiten
modelar algunos de los sintomas y caracteristicas en
la enfermedad, condicién que nos permitira estudiar la
etiologia, los elementos moleculares, genémicos y pro-
tedmicos que podrian estar alterados en los pacientes,
de modo que seréa posible encontrar nuevos genes
candidatos para esta enfermedad que nos conduzcan
a la busqueda de nuevas técnicas diagnosticas mole-
culares y eventualmente a nuevas terapias o a mejorar
las ya existentes.

La lesion realizada en el hipocampo ventral en
neonatos incide no solo en el cerebro de las ratas
lesionadas, sino también en su neurodesarrollo, ya
que las conductas de tipo esquizofrenia se consoli-
dan Unicamente en el grupo de ratas adultas lesio-
nadas.

Es posible que la LNHV se encuentre clinicamente
silente hasta el final de la adolescencia, pues los sin-
tomas clinicos de la esquizofrenia en pacientes se
observan a finales de la adolescencia o en el adulto

joven.
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