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RESUMEN

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquidtrico complejo, caracterizado principalmente por
alucinaciones y delirios (sintomas positivos), desmotivacion, depresion y afectividad plana
(sintomas negativos), y deficiencias en la atencién y memoria declarativa (sintomas cognitivos).
Afecta al 1% de la poblacién mundial y posee una alta prevalencia asociada, ademas de ser de
avance diacrénico. Los modelos animales para el estudio de la esquizofrenia, si bien son
numerosos, presentan limitaciones por el grado multifactorial de la enfermedad. En el presente
estudio se pretende vislumbrar el efecto de la manipulacién farmacolégica prenatal sobre el
neurodesarrollo, y su implicacién en los modelos de esquizofrenia. Para ello, se administré la
droga ketamina, un antagonista de receptores NMDA, al término de la segunda semana de
gestacion en ratas. El tratamiento consta de inyecciones intramusculares consecutivas del
farmaco (60 mg/kg/h) manteniendo un estado medio de anestesia durante 3 h. Posteriormente,
se estudié el comportamiento de los machos de la progenie a las 4 semanas (juveniles) y 10
semanas (adultos) del nacimiento. Las caracteristicas morfol6gicas del hipocampo de las ratas
adultas se analizaron con una tincién de Nissl. Las ratas juveniles sometidas al tratamiento
presentaron una desinhibiciéon e hiperactividad prematuras, posible consecuencia de una
maduracién temprana de los circuitos corticales y subcorticales del cerebro. Una vez llegadas a
adultas, las ratas mostraron déficits cognitivos segin la prueba de alternacién espontdnea,
ansiedad segln la prueba de campo abierto, depresiéon segin la prueba de nado forzado, y
agresividad y retraimiento social seglin la prueba de interaccion social. El andlisis histolégico
del hipocampo en las ratas adultas no muestra diferencias significativas en la densidad celular
en las regiones CAl y CA3, mds si se observa una disminucién del grosor de la capa de
células piramidales en la regién CA3. Estos resultados apuntan a un fenotipo robusto de

esquizofrenia, producto de la manipulacién farmacolégica prenatal del receptor NMDA.

Palabras clave: CA3, dopamina, glutamato, neurodesarrollo, NMDA, psicosis.
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ABSTRACT

Schizophrenia is a complex neuropsychiatric disorder, characterized by hallucinations and
delusions (positive symptoms), demotivation, depression and flat affect (negative symptoms),
and impairments in attention and declarative memory (cognitive symptoms). Affects 1% of
world's population, with a high prevalence associated and diachronic advance. Animal models
of schizophrenia, even if are numerous, have limitations because of the multifactorial property
of the disease. In the present study it's pretended to elucidate the effect of prenatal
pharmacologic manipulation in neurodevelopment, and its implication on animal models of
schizophrenia. For that, ketamine, a NMDA receptor's antagonist, was applied at the end of
the second week of gestation in rats. The treatment consisted on consecutive intramuscular
injections of the drug (60 mg/kg/h) maintaining a state between light and deep anesthesia for
3 h. Later, it was studied the male offspring's behavior at 4 weeks (juveniles) and 10 weeks
(adults) since birth. The morphologic characteristics of hippocampus were analyzed with a
Nissl stain. The juvenile rats exposed to the treatment showed premature disinhibition and
hyperactivity, possible consequence of early maturation of cortical and subcortical brain
circuits. Once they reached the adult period, the animals showed cognitive impairments in
spontaneous alternation test, anxiety in open field test, depression in forced swim test,
aggressive behavior and social withdrawal in social interaction test. The histological analysis of
the adult rat’s hippocampus didn’t show significant differences on cell density in CA1 and
CA3 regions. However, a reduction in CA3 pyramidal cell layer deep was observed. These
results suggest a robust phenotype of schizophrenia, product of prenatal pharmacologic

manipulation of the NMDA receptor.

Keywords: CA3, dopamine, glutamate, neurodevelopment, NMDA, psychosis.
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I. INTRODUCCION

La esquizofrenia es el trastorno psiquidtrico de mayor severidad conocido. Afecta la
percepcion del individuo del mundo exterior, sus habilidades cognitivas, sociales y el estado
emocional general. Se estima que afecta al 1% de la poblacién mundial, con una relativamente

alta prevalencia asociada (Lewis & Lieberman, 2000; van Os & Kapur, 2009).

El trastorno es de avance diacrénico, con aseveracion de los sintomas con el transcurso del
tiempo, hecho coligado a la desregulacién de las vias de neurotransmision y de una
neurodegeneracién progresiva. Los pacientes esquizofrénicos suelen tener una expectativa de
vida entre 12-15 afos menor que el promedio de la poblacién. Las muertes son atribuidas
tanto al suicidio como al incremento de rutinas de riesgo (cigarrillos, alcoholismo,

drogadicciéon, mala alimentacién, sedentarismo) (Saha et al., 2007).

La sintomatologia de la esquizofrenia comprende cuatro ejes o sintomas principales
(Konopaske & Coyle, 2015): sintomas positivos (delirios, alucinaciones), negativos (depresion,
desmotivacion, aislamiento social), cognitivos (aprendizaje y memoria), y afectivos (ansiedad,

mania, embotellamiento afectivo).

La esquizofrenia es tratada con una diversa gama de antipsicoticos. Los primeros en
desarrollarse, denominados antipsicéticos tipicos, actian como antagonistas de receptores
dopaminérgicos D,. Los segundos, o atipicos, son menos selectivos para estos receptores y
tienen selectividad adicional para receptores serotonérgicos del tipo 5-HT,, (5-HT: 5-
hidroxitriptamina). Si bien, estos antipsicéticos permiten tratar los sintomas positivos del
trastorno, presentan reducido poder para contrarrestar los sintomas cognitivos y negativos.
Adicionalmente, producen diversos efectos adversos (Lieberman et al/, 2005; Keefe et al,
2007). Esta problemdtica exalta la necesidad de desarrollar nuevos antipsicéticos y terapias

eficaces.



Los estudios preclinicos, en los cuales se prueba la eficacia de nuevos farmacos,
compuestos, tratamientos o terapias, se llevan a cabo en animales. La efectividad de un
modelo animal radica en qué tan cercano a la realidad (del trastorno en humanos) se encuentra
tal modelo. La esquizofrenia, por ser un trastorno extremadamente heterogéneo, ve dificultada
su “simulacién” en animales (Lewis & Lieberman, 2000; van Os & Kapur, 2009). Asimismo,
su caracter de trastorno neuropsiquidtrico complica el estudio de la sintomatologia en otros
organismos. En otras palabras, ;como trasladar a un modelo animal alteraciones de un

fenédmeno tan complejo como puede ser el comportamiento humano?

La ketamina, un anestésico de uso comun en medicina veterinaria, actia como inhibidor
no competitivo de receptores de glutamato del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Wolff &
Winstock, 2006). Es una droga disociativa, capaz de producir episodios psicéticos en humanos
(Cohen et al., 1962; Krystal et al., 1994; Wolff & Winstock, 2006). El uso de ketamima como
droga de abuso se ha relacionado con el desarrollo de diversos trastornos psiquidtricos, entre
ellos la esquizofrenia (Ebert ef al, 2012). En sustento a sus efectos sobre los receptores
NMDA, han surgido diversos modelos de esquizofrenia basados en la administraciéon de
ketamina y otras drogas relacionadas (Mouri et al., 2007; Jones et al., 2011). Estos modelos se

basan en el paradigma de la hipofuncién glutamatérgica de la esquizofrenia.

El trastorno esquizofrénico, por su caracter complejo y heterogéneo, no puede delimitarse
a un problema en la regulacién de la neurotransmisién como causa principal y Unica. Una
mejor compresion de su origen llevd a la formulacion de la hipétesis del neurodesarrollo:
existen genes de riesgo para la esquizofrenia que, ligados a eventos adversos durante el
desarrollo y al estrés psicosocial en etapas posteriores de la ontogenia, pueden llevar al
padecimiento del trastorno (Lewis & Levitt, 2002; Howes & Murray, 2014). Asi, el presente
estudio pretende evaluar el efecto de la administracién prenatal de ketamina en ratas sobre el
neurodesarrollo, y qué implicaciones podria tener este tratamiento sobre los modelos animales
basados en la hipétesis del desarrollo neuronal de la esquizofrenia. Asimismo, se pretende

inquirir sobre las implicaciones del uso de la ketamina en la anestesia obstétrica y pedidtrica.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los modelos animales son de gran utilidad en la investigaciéon destinada a entender los
mecanismos fisiopatoldgicos de las enfermedades humanas, asi como en el disefio de nuevas
terapias que puedan contrarrestar la sintomatologia. Como consecuencia de ello, han surgido
diversos modelos en respuesta a la busqueda de una teorfa que explique los mecanismos
moleculares del trastorno esquizofrénico, cudles son sus posibles causas, principales factores

de riesgo, y desarrollo de nuevas drogas y terapias que permitan tratar dicho trastorno.

La mayorfa de los modelos animales de esquizofrenia se enfocan en la desregulacion del
sistema dopaminérgico. De esto deriva el hecho de que casi la totalidad de las drogas efectivas
disponibles en la actualidad actien como antagonistas de receptores de dopamina (Costall &
Naylor, 1995). Inclusive, muchos de los farmacos existentes actualmente poseen mecanismos
de accién similares a los farmacos desarrollados a partir de los afos 50 (Howes et al, 2009).
Como los modelos basados en la manipulacién directa del sistema dopaminérgico tienen un
potencial heuristico limitado, se ha enlentecido el avance de la bisqueda de nuevos farmacos
(Lipska, 2004). De alli surge la necesidad de desarrollar nuevos modelos que simulen los

sintomas del trastorno esquizofrénico real de la forma mds precisa posible.

Actualmente, uno de los principales problemas en el estudio de la esquizofrenia es que no
existe un modelo estdndar o ideal que simule toda la sintomatologia del trastorno psiquidtrico
(Jones et al, 2011). Esto es debido a que no hay un genotipo vdlido, un fenotipo celular o
marcador biolégico caracteristico del desorden, en conjunto con la dificultad de reproducir los
sintomas cognitivos y emocionales de las enfermedades humanas en modelos animales (Lipska
& Weinberger, 2000). Se estima que, aproximadamente, existen unos 87 modelos animales
distintos de esquizofrenia (Yanagi ef a/, 2011) en cuatro categorias principales de acuerdo a la
metodologfa empleada para producir el trastorno: modelos basados en la manipulacién
genética, administracion de drogas, lesiones cerebrales y modelos basados en la manipulacién

durante el desarrollo neuronal (formacién de estructuras, circuitos, sinapsis).



Aunque existe una gran variabilidad fenotipica asociada al trastorno esquizofrénico, en un
modelo animal adecuado de esquizofrenia deben observarse cambios caracteristicos, por lo
general en la adolescencia, tales como perdida de conectividad y funcionalidad en el
hipocampo y corteza cerebral, desregulacion del sistema limbico dopaminérgico, hipofuncién
glutamatérgica cortical, vulnerabilidad al estrés, aislamiento social, deterioro cognitivo y
respuesta anormal al sistema de otorgamiento de recompensas (Jones et a/, 2011). En lineas
generales, un modelo adecuado de esquizofrenia debe permitir: 1) poner a prueba la veracidad
de las teorias existentes; 2) poder dar explicaciéon a los nuevos descubrimientos biolégicos del
trastorno; 3) dilucidar los mecanismos que conllevan al desarrollo de la esquizofrenia; y 4)
permitir el disefo de nuevos tratamientos efectivos (Lipska & Weinberger, 2000; Meyer &

Feldon, 2010; Jones et al,, 2011).

El primero de todos los modelos farmacolégicos de esquizofrenia corresponde al modelo
basado en la administraciéon de anfetamina, el cual fue desarrollado en base a la hipdtesis
dopaminérgica de la esquizofrenia (Murray et al, 2008). Si bien este modelo puede producir
de forma efectiva los sintomas positivos (alucinaciones, delirios) del trastorno, falla en producir
parte de la sintomatologia de los sintomas negativos y cognitivos (Jones ef al, 2011). Es de
importancia mencionar que los sintomas, en los modelos animales de esquizofrenia, se
estudian con pruebas que no necesariamente tienen una relacion directa o explicita con los
sintomas clinicos. En la seccién 5.4 se hard mencién sobre la relacion del fenotipo observado
en los modelos animales, y su relacion con los sintomas en pacientes esquizofrénicos. Una

descripciéon mds detallada de estos sintomas se presenta en la seccién 5.2.

El surgimiento de la hipétesis glutamatérgica de la esquizofrenia abre campo al desarrollo
de nuevos antipsicéticos y modelos farmacolégicos basados en la hipofunciéon de los
receptores de glutamato del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Los modelos que actdan a nivel
de los receptores NMDA se agrupan como modelos basados en la fenciclidina (PCP), dénde
entra el farmaco ketamina; inducen delirios y alucinaciones en sujetos sanos, de la misma

forma que se observaria en personas esquizofrénicas (Cohen ef al., 1962; Krystal et al, 1994).



Una critica a estos modelos es que la intervencién se realiza en el estadio adolescente y adulto
del animal, siendo este hecho no compatible con la hipétesis del neurodesarrollo de la
esquizofrenia (Jones et al, 2011). Un modelo que se adapta a la hipétesis del neurodesarrollo
consiste en la administracién de PCP en el estadio neonatal, donde todavia ocurren cambios
importantes en el desarrollo neuronal. Este modelo en neonatos ha demostrado producir

cambios marcados en el comportamiento llegada la adultez (Mouri et al., 2007).

(En qué se cimientan los modelos basados en el neurodesarrollo? ;Cudl representa su
utilidad? La base de estos modelos radica en que complicaciones obstétricas, como bajo peso
al nacer, intervencién por cesarea, hipoxia, exposicién prenatal a infecciones, y otros riesgos
prenatales y perinatales, estdn asociados con un incremento de la susceptibilidad de desarrollar
esquizofrenia (Lewis & Levitt, 2002). Algunos de estos modelos, como el modelo de
administracion de acetato de metilazoximetanol (MAM) o modelo gestacional con MAM,
modelos de infeccién viral y bacteriana, y el modelo de PCP en neonatos, han permitido
simular los sintomas positivos, negativos y cognitivos del trastorno esquizofrénico. Otra ventaja
de estos modelos, es que permiten realizar pruebas de comportamiento, electrofisiolégicas y
neuroquimicas sin el sesgo producido por intervenciones quirdrgicas y alteraciones
neuroquimicas consecuencia de la administracion de drogas (como en los modelos
farmacolégicos). Empero, estos modelos no estan exentos de fallos por lo que es necesaria la

busqueda de nuevos modelos enmarcados en el neurodesarrollo (Jones et al., 2011).

Diversos estudios muestran que la administracién de ketamina, PCP y de otras drogas
relacionadas durante el embarazo pueden desencadenar trastornos neurobiolégicos. Por ello, se
plantea la viabilidad de la intervencién farmacolégica durante el estadio prenatal mediante la
administracion de ketamina durante el periodo gestacional, como punto de partida para el
desarrollo de modelos de esquizofrenia con validez y precisiéon, basados en la teorfa del

neurodesarrollo del trastorno esquizofrénico.



I1I. JUSTIFICACION

La esquizofrenia constituye un desorden neuropsiquidtrico complejo: posee componentes
genéticos, sociales y fisiolégicos (Lewis & Lieberman, 2000; van Os & Kapur, 2009). Se
estima que afecta, aproximadamente, al 1% de la poblacién mundial. A pesar de su baja
incidencia (15.2/100000 hab.) su prevalencia es relativamente alta (7.2/1000 hab.), volviéndose
crénica en el individuo adulto. Afecta las habilidades sociales y cognitivas, con una mayor
mortalidad asociada (directa o indirectamente) que el cancer y otras dolencias fisicas (Saha et
al,, 2007). La esquizofrenia no afecta la salud mental solamente; los pacientes que padecen el
trastorno suelen vivir entre 12 y 15 afos menos que el promedio de la poblacién, cifra que ha
crecido progresivamente en las Ultimas décadas. Aunque algunas muertes son atribuidas al
suicidio, la principal causa de mortalidad se atribuye a una disminucién del acceso a los
servicios médicos, y a un incremento de la frecuencia de rutinas de riesgo (sedentarismo, mala

alimentacién, fumar, consumo de drogas) (Saha et al., 2007).

La esquizofrenia constituye una carga social de elevado peso, tanto a nivel humano como
monetario (van Os & Kapur, 2009). Las personas con esquizofrenia son desmedidamente
pobres, tienen oportunidades limitadas de empleo, y son dependientes de programas publicos
para acceder a los servicios especializados de salud (Mueser et al, 2001; Slade et a/, 2001).
En las poblaciones de pacientes de bajos ingresos, el mayor gasto monetario consecuencia de
la condicién socioeconémica de los pacientes puede disminuir el presupuesto destinado a la
prevencion (Lohr ef al., 1986) y a la prescripciéon de medicamentos (Stuart & Zacker, 1999),
acentuando la sintomatologia en los afectados (Brook et al, 1983). De esta forma, es necesario
el desarrollo de terapias y medicamentos efectivos, en conjunto con programas de salud

inclusivos enfocados tanto en el tratamiento como en la prevencion.

Los sintomas positivos son tratados con una gama variada de antipsicéticos de primera y
segunda generacion. Sin embargo, estos antipsicéticos no muestran eficacia a la hora de tratar

los sintomas negativos y cognitivos (Lieberman et al, 2005; Keefe et al, 2007). Es necesario



entonces el desarrollo de nuevos compuestos, en conjunto con la terapéutica adecuada, que
demuestren poder manejar a la par los sintomas positivos, negativos y cognitivos. El desarrollo
de nuevas terapias, no obstante, se ve limitado por la capacidad de los modelos animales
existentes de simular de forma valedera la sintomatologia del trastorno esquizofrénico en su

totalidad.

A diferencia de enfermedades como la diabetes y la hipercolesterolemia, dénde existen
modelos animales bastante precisos con una alta capacidad traslacional en humanos, la
esquizofrenia es un trastorno extremadamente heterogéneo. Constituye una enfermedad
mental multifactorial producto de un neurodesarrollo alterado, con componentes genéticos, y
muy influenciada por factores ambientales (Lewis & Lieberman, 2000; van Os & Kapur, 2009).
Todo esto complica el diagnéstico y tratamiento del trastorno esquizofrénico, asi como el

desarrollo de modelos de alta fidelidad.

Los modelos basados en el neurodesarrollo, si bien no estan libres de fallas, poseen una
gran validez y aceptacién, lo que los hace buenos candidatos para el desarrollo de nuevas
terapias y compuestos que permitan tratar la sintomatologia del trastorno en su totalidad. Son
ademas utiles herramientas para la compresiéon y estudio de los mecanismos neurobiolégicos

de la esquizofrenia.

Un punto importante en el desarrollo de nuevos modelos es la validez social de los
mismos. Se ha mencionado que los modelos basados en el neurodesarrollo se fundamentan en
que complicaciones obstétricas pueden aumentar el riesgo de padecer un trastorno
esquizofrénico en el futuro (Lewis & Levitt, 2002). Asi, la ketamina es usada como droga de
abuso por el publico, incluyendo mujeres embarazadas (Rofael et a/, 2003). Adicionalmente,
entre el 0.75 y 2% de las mujeres embarazadas requieren de cirugia debido a complicaciones
del embarazo u otros problemas de salud (Goodman, 2002). Este porcentaje se incrementa
paulatinamente, resultado posiblemente del refinamiento de los procedimientos laparoscépicos

y de la cirugia fetal (Cheek & Baird, 2009).



Los anestésicos de uso comun actian por dos mecanismos: 1) aumento de la inhibicion
producida por la sefalizacién via receptores GABA, (p.e., benzodiazepinas, barbituratos,
propofol, etomidato, isoflurano, enflurano, y halotano); y 2) disminucién de la sefalizacién via
receptores NMDA (p.e., ketamina, NO, y xenon) (Franks & Lieb, 1994). Estudios preclinicos
sugieren que muchos de los anestésicos usados cominmente, entre ellos la ketamina, son
neurotéxicos y afectan el desarrollo neurolégico de roedores y primates (Jevtovic-Todorovic et
al, 2003; Slikker et al, 2007; Brambrink et al, 2012). Estos datos se ven reforzados por
estudios clinicos que muestran una correlacion entre el uso de anestesia y/o la exposicion a
una intervencién quirdrgica en mujeres embarazadas con problemas de aprendizaje futuros en
los infantes luego del nacimiento (Kalkman et a/,, 2009; Hansen et al, 2011; Ing et al., 2012).
Asimismo, son pocos los reportes enfocados en los efectos de la anestesia general en el
neurodesarrollo del feto y sus consecuencias luego del nacimiento (Slikker et al, 2007,
Palanisamy et al,, 2011; Kong et al., 2012; Zheng et al., 2013; Zhao et al., 2014; Zhao et al.,
2016).

En base a lo expuesto en los parrafos anteriores, el presente estudio tuvo como finalidad
principal evaluar los efectos neurobioldgicos de la ketamina durante el proceso gestacional en
ratas. Mas que proponer el uso de la ketamina en una dosis aguda fuerte (como en el caso de
un tratamiento anestésico prolongado) a manera de un modelo de esquizofrenia, se busca dar
un primer paso en las implicaciones de la manipulacién farmacolégica del receptor NMDA
durante el neurodesarrollo, y vincularlas al trastorno esquizofrénico. Aunque numerosos
modelos de esquizofrenia se han propuesto hasta los momentos, muchos se han desarrollado
en funcién de la utilidad practica del mismo o sin considerar la teoria del neurodesarrollo en el
nucleo del modelo, la cual ha tenido un auge en épocas recientes. El objetivo se centra
entonces en dirigir los futuros modelos de esquizofrenia en la manipulacién del receptor
NMDA durante una de las etapas mds delicadas del desarrollo ontogenético: el periodo

prenatal.



Se espera que el presente estudio ayude a la elaboraciéon de modelos mds acordes a las
teorfas actuales del origen del trastorno esquizofrénico, que sean precisos y con una alta
capacidad traslacional en humanos, de forma que faciliten la inventiva de nuevas drogas y
terapias eficaces. Todo esto, ligado a modelos adaptados a una problematica social real, como
puede ser el consumo de drogas en mujeres embarazadas, o su administracion como anestesia

en los casos donde exista la necesidad de una intervencién quirdrgica por motivos de salud.



IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

» Estudiar las posibles alteraciones neurobioldgicas, relacionadas con la esquizofrenia, de

la administracién de ketamina en ratas durante el periodo gestacional.

4.2. Objetivos especificos

» Inducir un fenotipo esquizofrénico en la progenie por medio de la administracién de
ketamina al término de la segunda semana de gestacion en ratas.

» Evaluar los posibles cambios en el comportamiento de los animales experimentales por
medio de pruebas conductuales.

» Analizar a nivel morfolégico las posibles alteraciones del hipocampo dorsolateral en el
cerebro de los animales sometidos al tratamiento con ketamina.

» Comparar el desarrollo neurobiolégico de las ratas en el estadio juvenil y en la adultez

temprana.



V. REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1. Neurotransmision glutamatérgica

El glutamato es el neurotransmisor mas importante para la funcién normal del encéfalo
(Hayashi, 1954). Casi todas las neuronas del sistema nervioso central son glutamatérgicas y se
estima que mas del 50% de todas las sinapsis del encéfalo liberan este agente. Desempefia un
papel fundamental en la neurologia clinica dado que concentraciones elevadas de glutamato,
producto de alguna lesién nerviosa o desregulaciéon de los sistemas de neurotransmision,
tienen un efecto excitotdéxico sobre las células del sistema nervioso central (Purves et al,

2004).

El glutamato es un aminodacido no esencial que no atraviesa la barrera hematoencefdlica vy,
por lo tanto, debe ser sintetizado en las neuronas a partir de precursores locales. El precursor
mds importante es la glutamina, que es liberada por las células gliales. Una vez liberada, la
glutamina es captada por las terminaciones presindpticas y metabolizada a glutamato por la
enzima mitocondrial glutaminasa. El glutamato también puede ser sintetizado por la

transaminacién del 2-oxoglutarato, un intermediario del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

El glutamato sintetizado en el citoplasma de las neuronas presindpticas es empaquetado
en vesiculas sindpticas por transportadores denominados VGLUT (vesicular glutamate
transporter, transportador vesicular de glutamato). Una vez liberado, el glutamato es eliminado
de la hendidura sinaptica por los EAATSs (excitatory amino acid transporter, transportador de
aminodacidos excitatorios), presentes en células gliales y terminaciones sinapticas. El glutamato
captado por las células gliales es convertido en glutamina por la accién de la glutamina
sintetasa; la glutamina es transportada luego fuera de las células gliales y hacia el interior de
las terminaciones nerviosas. Esta secuencia de acontecimientos en conjunto se denomina ciclo

del glutamato-glutamina.



Existen seis tipos principales de receptores de glutamato. Tres de ellos son ionotrépicos:
receptores NMDA, receptores AMPA, y receptores de cainato. Derivan sus nombres de los
agonistas que los activan: N-metil-D-aspartato (NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol-propionato (AMPA), y 4cido cainico, respectivamente. Los receptores de glutamato
ionotrépicos son canales catidnicos selectivos que permiten el paso de Na*, K* y, en el caso de
los receptores NMDA, de Ca** (en menor medida). Producen potenciales excitatorios y, debido
a su permeabilidad para el Ca*™, juegan un papel importante en los procesos de sefializacion
celular en las neuronas. Los otros tres restantes son receptores glutamatérgicos metabotrépicos
(mGIuR). Estos receptores modulan los canales i6nicos postsindpticos de forma indirecta,

mediante procesos de sefalizacién celular (Purves et al,, 2004).

Los efectos de la desregulacion del sistema glutamatérgico en la esquizofrenia estan bien
documentados. En pacientes esquizofrénicos se observa una disminucién de los niveles de
glutamato y aumento de los niveles de glutamina en la corteza frontal, a medida que
envejecen, como producto de la afectacion del ciclo glutamina-glutamato. Esto produce
desensibilizacién de las vias de neurotransmisiéon por glutamato, lo que ocasiona ademds
disminucién de la neurotransmisiéon por acido y-aminobutirico (GABA), principiante via
receptores GABA, (en interneuronas gabaérgicas activadas por glutamato), y un posible dafo

neuronal asociado a éstas alteraciones en la neurotransmision (Marsman et a/., 2013).

5.1.1. Receptores NMDA: estructura y funciéon

Siete genes codifican para cada una de las subunidades de los receptores NMDA (NR1A,
NR2A-2D y NR3A-B); cada una de estas subunidades posee mds de 900 residuos de longitud
(Traynelis et al., 2010). Los receptores propiamente dichos son heterotetrameros conformados
por dos copias de las subunidades NR1 y NR2, principalmente. Los receptores NMDA se
activan con la unién conjunta de glicina o D-serina en la subunidad NR1, y L-glutamato en la
subunidad NR2, ademds de la remocién de un dtomo de magnesio (que bloquea el poro del

canal) por la despolarizacién de la membrana (Mayer ef al., 1984).



La apertura de los receptores NMDA conlleva a la despolarizacion de la neurona
postsinaptica por influjo de Na*, pero desencadena también cascadas de sefializaciéon celular
como producto de la entrada de Ca*™ a la célula. Estas cascadas de sefalizacion controlan la

fuerza de la conectividad neuronal y juegan un papel determinante en la neuroplasticidad.

Los subunidades de los receptores NMDA contienen dominios modulares que son
responsables de controlar sus distintas funciones. El dominio amino terminal contribuye a
controlar la probabilidad de apertura del canal iénico y velocidad de desactivacién; puede ser
regulado alostéricamente por zinc (NR2A y NR2B), ifenprodilo (NR2B), poliaminas (NR2B),
entre otros compuestos. En el dominio de unién a ligandos se unen los diferentes agonistas y
antagonistas que controlan la apertura del canal. El dominio transmembrana forma el canal
i6nico heterotetramérico. Por ultimo, el dominio carboxilo terminal estd asociado a proteinas
postsindpticas, las cuales facilitan la sefializaciéon celular fundamental para la neuroplasticidad

(Traynelis et al., 2010).

5.1.2. Papel de los receptores NMDA en la plasticidad sinaptica a largo plazo

Muchas sinapsis en el sistema nervioso central de los mamiferos muestran formas
duraderas de plasticidad sinaptica, las cuales se han relacionado con cambios duraderos en el
comportamiento, propios de proceso de aprendizaje y memoria. Algunos patrones de actividad
sindptica en el sistema nervioso central producen un aumento prolongado en la fuerza
sindptica conocido como potenciacién a largo plazo, mientras que otros patrones de actividad
generan una disminuciéon prolongada de la fuerza sindptica, denominada depresién a largo
plazo. Ambos son términos amplios que sélo describen la direccién del cambio en la fortaleza

sindptica: los mecanismos moleculares que subyacen tales cambios pueden ser muy diversos.

Se cree que los receptores NMDA juegan un papel importante en la plasticidad sindptica a
largo plazo. Dentro del hipocampo, un tren de estimulos de alta frecuencia en los colaterales

de Schaffer (axones de células piramidales en la regiéon CA3 del hipocampo con aferencias en



la region CA1 del mismo), conlleva al fortalecimiento (potenciacién) a largo plazo de la
transmisién sindptica. Esta plasticidad a largo plazo se ha asociado a los procesos de
aprendizaje y memoria (Kessels & Malinow, 2009). El aumento de las concentraciones de Ca*
intracelular activa diversas proteincinasas: la proteincinasa Il dependiente de Ca**/calmodulina
(CaMKIl), la proteincinasa C (PKC), y la proteincinasa A (PKA), principalmente. Estas
proteinas actian en la fosforilaciéon a nivel de sustrato, desencadenando procesos de
transcripcion en la célula que conllevan al aumento de la densidad de receptores AMPA (Citri
& Malenka, 2008). El aumento de la densidad de estos receptores aumenta la sensibilizacion
de la neurona postsindptica al glutamato, y se cree que este aumento en la densidad es la

causa del fendmeno de potenciacién a largo plazo (Kerchner & Nicoll, 2008).

La desregulacién del sistema glutamatérgico afecta los procesos de plasticidad sindptica a
largo plazo. Un diverso nimero de enfermedades psiquidtricas estan vinculadas con el
incremento y disminucién de la actividad de los receptores NMDA. Entre estas se incluyen el
Alzheimer, trastornos del estado de dnimo, enfermedad de Huntington, psicosis téxica (debido
al consumo de drogas y sustancias psicoactivas), lupus eritematoso sistémico neuropsiquidtrico
(inflamacién en regiones del cerebro como resultado de una respuesta inmunolégica alterada),
y esquizofrenia (Lakhan et a/, 2013). La relacién de la neurotransmisiéon glutamatérgica con

este Ultimo trastorno psiquidtrico se detallard mas adelante.

5.2. El trastorno esquizofrénico

La esquizofrenia es una enfermedad neuropsiquidtrica crénica, caracterizada por psicosis,
aislamiento social, desmotivacion, y problemas cognitivos. Se estima que afecta al 1% de la
poblacién mundial (Lewis & Lieberman, 2000; van Os & Kapur, 2009). Perturba multiples
ambitos de la vida del individuo, como las relaciones personales, desempefio laboral, cuidado
personal y educacién. La enfermedad empieza a desarrollarse en la adolescencia y adultez
temprana mediante el surgimiento de los sintomas prodrémicos (Fig. 1), los cuales constituyen

el conjunto de sintomas previos al desarrollo de la enfermad. Tal fase es seguida de los



primeros episodios psicéticos, punto a partir del cual el avance de la patologia es progresivo,
con aseveracion de la sintomatologia con el transcurso del tiempo. La expectativa de vida de
los afectados por el trastorno se ve disminuida unos 12-15 afios, no solo como resultado del
suicidio, sino también por el desarrollo de hdbitos perjudiciales para la salud (sedentarismo,

obesidad, alcoholismo, consumo de drogas, consumo de cigarrillos) (Saha et al.,, 2007).
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Figura 1. Evolucion de los sintomas de la esquizofrenia. Adaptada de Howes & Murray (2014).

La esquizofrenia se caracteriza por un fenotipo que abarca cuatro sintomas principales

(Konopaske & Coyle, 2015):

a) Sintomas positivos: comprenden los sintomas asociados a la psicosis. El término
positivo se refiere un exceso o distorsién del comportamiento normal, o una manifestacion
mas activa del comportamiento anormal. Incluyen alucinaciones, delirios, y disfuncién mental
general. Las alucinaciones constan de experiencias sensoriales en ausencia de un estimulo
externo. Pueden ser visuales, tactiles, gustativas, y auditivas (el caso mds comun). Los delirios

se refieren a la creencia de ideas falsas, manteniendo el individuo una posicién firme de

15



defensa de estas ideas, incluso ante una clara evidencia contradictoria. La disfuncién mental
puede manifestarse como desorden del pensamiento, comunicacién verbal dificultada,
comportamiento extrafo (estereotipado), y pérdida de conectividad con el mundo exterior

(estado “disociado”).

b) Sintomas negativos: este término se refiere a una pérdida de funcién o disminucién de
alguna caracteristica del comportamiento. Incluyen disminucién de la reactividad emocional,
desmotivacién, habla desacelerada, incapacidad de sentir placer (anhedonia), y atencién
reducida. Los pacientes con sintomas negativos tienden a aislarse socialmente, descuidar su
higiene personal, su salud, relaciones personales, y consecuentemente ven dificultadas sus

oportunidades para desempefiarse en un empleo y desarrollar una vida independiente.

¢) Sintomas cognitivos: estos sintomas, en conjunto con los sintomas negativos, parecen
ser los mds dificiles de tratar, mostrando los antipsicéticos convencionales desarrollados hasta
los momentos poca efectividad. Comprenden la afectacion de la memoria de trabajo, memoria

episddica, memoria espacial, y aprendizaje.

d) Sintomas afectivos: incluyen ansiedad, impulsividad, depresién, mania vy
embotellamiento afectivo. Los sintomas afectivos, no obstante, son mds bien caracteristicos del
trastorno esquizoafectivo y de otros trastornos psicéticos (p.e., trastorno bipolar) (van Os &
Kapur, 2009). Algunos de los sintomas ligados al estado animico en pacientes esquizofrénicos

surgen como consecuencias del estilo de vida y la desmoralizacién producto de la enfermedad.

La sintomatologia no es uniforme entre los pacientes esquizofrénicos. Puede variar de
acuerdo a las experiencias del individuo en conjunto con factores ambientales. Esto complica
el diagnéstico de la enfermedad en humanos. Nuevas directrices, enfocadas en métodos
moleculares de diagndstico con mayor precision, surgen como consecuencia de la mayor

comprension de las bases neurobioldgicas de la enfermedad.



El trastorno, por su caracter multifactorial, posee componentes genéticos, ambientales y
sociales. Complicaciones obstétricas, ligadas a la predisposicién genética, distorsién del nicleo
familiar y estrés psicosocial realizan contribuciones importantes al desarrollo de la

esquizofrenia (Fig. 2).
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Figura 2. Factores de riesgo mds comunes para la esquizofrenia. La historia familiar comprende el
factor de mayor impacto en el desarrollo de la enfermedad, y esta relacionado con el componente
genético del trastorno. SNC: sistema nervioso central. Adaptada de Sullivan (2005).

5.2.1. Hipotesis dopaminérgica de la esquizofrenia

La dopamina es un neurotransmisor de gran importancia, involucrado en multiples
funciones como el movimiento, emociones, respuesta a estimulos de recompensa, y en la
cognicién. Los receptores de dopamina son receptores metabotrépicos acoplados a proteinas
G. Se reconocen cinco subtipos de receptores de dopamina (D,-Ds); los receptores D, y D, son

los de mayor relevancia para el trastorno esquizofrénico (Goldstein & Deutch, 1992).



En humanos, existen cinco regiones principales involucradas en la neurotransmisién
dopaminérgica: regiones mesolimbica, mesocortical, talamica, tuberoinfundibular, vy
nigroestriatal. Las vias dopaminérgicas mesolimbica y mesocortical son las de mayor relevancia
en la patologia de la esquizofrenia (Konopaske & Coyle, 2015). La via mesolimbica
comprende aferencias dopaminérgicas que parten del drea tegmental ventral (en el
mesencéfalo) al cuerpo estriado, hipocampo y amigdala. La via mesocortical parte igualmente
del area tegmental ventral y se proyecta hasta la corteza cerebral, incluyendo la corteza
prefrontal. El incremento en la actividad dopaminérgica en la via mesolimbica estd asociado al
desarrollo de los sintomas positivos, mientras que una disminucién de la actividad en la via
mesocortical se cree que estd involucrado en el desarrollo de los sintomas negativos y

cognitivos (Coyle & Konopaske, 2012).

Los primeros antipsicéticos, denominados antipsicéticos tipicos (p.e., clorpromazina,
haloperidol, y perfenazina) actian como antagonistas de receptores D,. Estos permiten tratar
de forma efectiva los sintomas positivos de la esquizofrenia, pero producen efectos adversos
agudos y crénicos como temblor, rigidez, distonia y disquinesia. La segunda generacién de
antipsicéticos, conocidos como antipsicéticos atipicos (p.e., clozapina, y olanzapina), poseen
menor especificidad por los receptores D, y afinidad adicional para los receptores
serotonérgicos del tipo 5-HT,, (a manera de antagonistas). Estas caracteristicas aminoran los
posibles efectos adversos. No obstante, pueden producir obesidad, hiperlipemia y diabetes tipo

Il (Lieberman et al,, 2005; Keefe et al., 2007).

La administracién de agonistas dopaminérgicos, como la cocaina, la anfetamina, y
alucinégenos (como el acido lisérgico), puede producir efectos psicotrépicos similares a los
sintomas positivos. Esto, en conjunto con el conocimiento acumulado del mecanismo de
accion de los antipsicéticos (tanto tipicos como atipicos), da solidez a la hip6tesis de la

hiperfuncién dopaminérgica como origen del trastorno esquizofrénico (Murray ef al., 2008).



Otros estudios sefalan el papel determinante de los receptores D, en la corteza prefrontal
como causa del desarrollo de los sintomas cognitivos. En pacientes con esquizofrenia, estudios
de tomografia de emisién de positrones demuestran incremento en la expresion de los
receptores D, en la corteza prefrontal, correlacionada a una disminucién de las funciones
cognitivas. A su vez, revelan incremento de la neurotransmision dopaminérgica en el cuerpo
estriado y alteracion en la expresion de los receptores D, y D, en diversas regiones del cerebro

(Laruelle et al., 1996).

Otros estudios enfocados en la recaptacién de dopamina de la hendidura sindptica por los
transportadores de dopamina (DAT, dopamine transporter, revelan el papel critico de la
regulacion de los niveles de dopamina en la funcién normal del cerebro. En ratones knockout
para el gen DAT/ se encontraron mayores niveles de dopamina en el cerebro, asociados a un
incremento de la actividad locomotora (hiperactividad), y supresiéon sensomotora evaluada por

la prueba de inhibicién por prepulso (PPI) (Powell et al., 2009).

La totalidad de los datos acumulados (genéticos, moleculares, farmacolégicos, etolégicos,

imagenoldgicos) dan una fuerte validez a la hip6tesis dopaminérgica de la esquizofrenia.

5.2.2. Hipétesis glutamatérgica de la esquizofrenia

La hipétesis dopaminérgica se ve debilitada por estudios clinicos y moleculares recientes.
Se estima que el 30% de los pacientes esquizofrénicos que reciben tratamiento con
antipsicéticos antagonistas de receptores de dopamina D, no experimentan mejoria tras el
tratamiento. Estos antipsicoticos solo permiten tratar la sintomatologia positiva de la
enfermedad, mds no la sintomatologia negativa y cognitiva efectivamente. Esto, asociado
ademds a los numerosos efectos secundarios, pone en duda la efectividad de estos

antipsicéticos (Lieberman et al., 2005; Keefe et al., 2007).



Los modelos animales de esquizofrenia basados en la hipétesis dopaminérgica, si bien
pueden producir los sintomas positivos y algunos de los sintomas cognitivos del trastorno,
fallan en replicar los sintomas negativos. Farmacos disociativos, como la fenciclidina y la
ketamina, los cuales actian como antagonistas de receptores NMDA, exacerban los sintomas
positivos, negativos y cognitivos en pacientes esquizofrénicos; producen ademds déficits
cognitivos en individuos sanos (Cohen et al., 1962; Krystal ef al, 1994). Un gran nimero de
estudios sugieren una desregulacién del sistema glutamatérgico como causa del trastorno

esquizofrénico, lo que se conoce como hipétesis glutamatérgica de la esquizofrenia.

Estudios de resonancia magnética espectroscépica revelan elevados niveles de glutamina
en la corteza cingulada anterior de pacientes esquizofrénicos, quienes experimentan por
primera vez episodios psicéticos. Pacientes que reciben un tratamiento crénico con
antipsicéticos muestran una reduccién de los niveles de glutamina y glutamato en tal region,
asi como de los niveles de N-acetil aspartato (un indicador de integridad neuronal) (Théberge
et al, 2003). Razonablemente, el metabolismo del glutamato parece estar alterado de esta
forma en la esquizofrenia. El glutamato es retirado de la hendidura sindptica por los astrocitos
por medio de los EAATSs. La expresion de estos transportadores se ve aumentada en la corteza
prefrontal, y disminuida en el giro parahipocampal de pacientes esquizofrénicos (Ohnuma et
al, 2000; Matute et al., 2005). Una vez dentro del astrocito, una porcién del glutamato es
convertido en glutamina por la glutamina sintetasa, y otra porcién en amonio y a-ketoglutarato
por la glutamato deshidrogenasa. En la esquizofrenia, la expresién de la glutamina sintetasa y

de la glutamato deshidrogenasa se ve alterada corteza prefrontal (Konopaske & Coyle, 2015).

Anormalidades neuroanatémicas se han detectado en estudios de neuroimagen, dénde se
ven alterados varios genes involucrados en la neurotransmisiéon glutamatérgica. Una mutacién
en el gen GRMS3, el cual codifica para el receptor metabotrépico de glutamato 3 (mGIuR3,
melabotropic glutamate receptor 3), estd asociada con patrones anormales de activacion
neuronal en la corteza prefrontal e hipocampo de pacientes esquizofrénicos, con niveles

elevados del indicador N-acetil-aspartato (Egan ef al,, 2004).
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Se sabe que la activacién de los receptores NMDA requiere de la unién conjunta de
glutamato y de un coagonista al receptor. En las regiones cortical y limbica del cerebro, la D-
serina es el principal coagonista de los receptores NMDA. La D-serina es sintetizada por la
enzima serina racemasa, y catabolizada por la D-aminodcido oxidasa, cuya actividad es
modulada por la proteina G72. Mutaciones que afectan los genes que codifican para estas tres
proteinas se han asociado con el desarrollo de esquizofrenia, con un fenotipo que comprende
atrofias corticales, y reducciéon de la longitud y densidad de espinas dendriticas de neuronas
piramidales corticales (Balu et a/, 2012). Mas aun, 7 de los 40 genes de riesgo identificados
para la esquizofrenia comprenden genes relacionados con la neurotransmision glutamatérgica

(Konopaske & Coyle, 2015).

La expresion diferencial de otros receptores involucrados en la neurotransmision por
glutamato puede desencadenar igualmente en el desarrollo de esquizofrenia. En pacientes
esquizofrénicos se ha observado disminucién de la expresion de los receptores AMPA en la
corteza prefrontal (Dracheva et al., 2005). Una posible afectaciéon de la potenciacién sinaptica
a largo plazo mediada por glutamato pudiese ser una posible consecuencia de la disminucién
de la densidad estos receptores en tales regiones. Esto concuerda con los hallazgos que
relacionan una hipofuncién glutamatérgica con las disfunciones cognitivas en pacientes

esquizofrénicos.

Investigaciones recientes en la neurobiologia de la neurotransmisién glutamatérgica han
conllevado al desarrollo de nuevos farmacos antipsicéticos, diferentes a los antagonistas de
receptores de dopamina. El farmaco LY404039, todavia bajo pruebas clinicas, ha mostrado
una eficacia similar al antipsicético atipico olanzapina. Este farmaco actia como un agonista
altamente selectivo para receptores metabotrépicos de glutamato mGluR,;. Otros estudios,
enfocados en el efecto de los coagonistas de receptores NMDA, glicina y D-serina, muestran
que la administracién conjunta de estos coagonistas con antipsicéticos convencionales mejora
la sintomatologia positiva, negativa y cognitiva de pacientes esquizofrénicos. Asimismo, un

inhibidor del transportador de glicina (GlyT1, glycine transporter 1) desarrollado por la
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farmacéutica Roche muestra reducir efectivamente los sintomas negativos de pacientes

esquizofrénicos que reciben tratamiento con antipsicéticos convencionales (Lin et al,, 2012).

5.2.3. Modelos duales de esquizofrenia

Howes & Murray (2014) proponen un modelo teérico mixto, donde el desarrollo social y
el desarrollo neuronal actGan sinérgicamente para producir el trastorno esquizofrénico.
Combinan aspectos de las hip6tesis dopaminérgica, del neurodesarrollo y del sociodesarrollo.
Las alteraciones durante el neurodesarrollo debido al efecto de genes, estrés prenatal, y
adversidades durante la nifiez afectan el normal desarrollo del individuo y sensibilizan el
sistema dopaminérgico (Fig. 3). Al mismo tiempo, la adversidad social polariza el esquema
cognitivo que el individuo utiliza para interpretar las experiencias, originando asi las
interpretaciones psicéticas del mundo exterior. El estrés subsecuente resulta en una mayor
liberaciéon de dopamina, lo que fomenta los episodios psicéticos produciendo mds estrés y
liberaciéon de dopamina (Fig. 4). Se establece asi un circulo vicioso, que desencadena una

progresiva desregulacién de la neurotransmisiéon dopaminérgica desde el primer episodio

psicotico.
Genes
\ 4
Sensibilizacion del
Neurodesarrollado > sistema >
alterado dopaminérgico
A A
Riesgos pre y ' Adversidades durante el Sesgo del sistema
postnatales sociodesarrollo —_—> cognitivo

Figura 3. Sensibilizacion del sistema dopaminérgico. La afectacion de la neurotransmisién por
dopamina produce la interpretacion aberrada de los estimulos externos, consecuencias de un
neurodesarrollo alterado y del estrés psicosocial. Adaptada de Howes & Murray (2014).
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Figura 4. Modelo de produccién de un episodio psicético. En ausencia de un tratamiento eficaz, cada
episodio de psicosis produce maés estrés, causando mayor sensibilizacion del sistema dopaminérgico, y
con ello el empeoramiento de los sintomas de la esquizofrenia. Adaptada de Howes & Murray (2014).

Se han propuesto algunos modelos mixtos compatibles con el modelo combinado del
socio y neurodesarrollo. Entre estos, destaca la aplicacién de un modelo farmacolégico en
neonatos, en conjunto con diversos modelos de aislamiento social. Los modelos de aislamiento
social causan estrés en las etapas tempranas del neurodesarrollo de los neonatos; poseen un
origen fundado en el desarrollo neuronal. En ratas, la separacién temprana de las crias de la
madre produce respuestas fisiolégicas concretas en los neonatos, como alteraciones en la
frecuencia cardiaca, en los ritmos circadianos, aumento de los niveles de corticosterona, y
disminucién de los niveles de la hormona del crecimiento (Siegel et a/, 1988; Kuhn et al,
1990). Ratas adultas sometidas a aislamiento materno en el estadio neonatal presentan
mayores indices de ansiedad, menor comportamiento agresivo, menor instinto maternal
(Boccia & Pedersen, 2001), comportamiento de aseo (grooming behavior) incrementado

(Zimmerberg et al., 1999) y déficit en tareas de aprendizaje (Sandstrom & Hart, 2005).

La estrategia “dual” o mixta estd fundamentada en la multifactorialidad del trastorno
esquizofrénico, ligando la hipofunciéon glutamatérgica con eventos adversos en etapas
tempranas del desarrollo ontogenético del organismo. Gilabert-Juan et al. (2013) aplican un

tratamiento combinado en ratones, consistente en la aplicacién de dizocilpina (1 mg/kg), un
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potente antagonista de receptores NMDA llamado también MK-801, con el aislamiento luego
del destete en el dia postnatal 21. Reportan una disminuciéon del volumen del hipocampo y
corteza prefrontal medial, alteraciones en la expresién de proteinas parvalblminas, y
disminucién de la transcripcién del gen GAD67. Este gen codifica para la enzima glutamato
descarboxilasa, enzima clave para la sintesis del neurotransmisor inhibitorio GABA; una
disminucién en la expresion del gen CAD67 se ha observado en pacientes con esquizofrenia y
desorden bipolar (Woo et al., 2004). En los primeros dias postnatales, el desarrollo neurolégico
en los ratones es equivalente al contemplado en el segundo trimestre del desarrollo en

humanos (Bayer et al., 1993), vinculando asi este modelo con la hipétesis del neurodesarrollo.

Gaskin et al. (2014) proponen un modelo dual en ratas, similar al anterior ya expuesto.
Para ello, combinan la administracién de PCP (10 mg/kg) en los dias postnatales 7, 9y 11 con
el aislamiento luego del destete en el dia postnatal 23, evaluando el comportamiento de los
animales a la sexta semana del nacimiento. Reportan una disminucién de la supresion
sensomotora en las ratas sometidas al modelo combinado, mas no en ratas sometidas solo al
modelo de PCP en neonatos. Reportan ademds menor condicionamiento al miedo vy
deficiencias en la memoria (medida con la prueba de reconocimiento de objetos) en el modelo
dual respecto a los tratamientos unitarios. De esta forma, el tratamiento combinado produce

un cuadro mas severo de sintomas que los tratamientos por separados.

Mas recientemente, Kekesi er a/ (2015) desarrollaron un modelo triple complejo de
esquizofrenia en ratas, y estudiaron los diferentes cambios en el comportamiento tanto en
machos como en hembras. El modelo consiste en aplicar el aislamiento luego del destete por
28 dias (desde la 4ta hasta la 7ma semana del nacimiento), en conjunto con la administracion
de ketamina (30 mg/kg) 5 veces a la semana, durante 3 semanas (15 dias en total, desde la 5ta
a la 7ma semana). Los animales que presentaron mayores déficits en las distintas pruebas
conductuales se seleccionaron para reproduccion. Las siguientes generaciones se sometieron al
mismo tratamiento, hasta alcanzar las 17 generaciones de ratas. De esta forma producen una

cepa con susceptibilidad genética a la esquizofrenia, en la cual prueban el efecto del bloqueo
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de receptores NMDA desde el estadio prepuberal al puberal, en paralelo al aislamiento social:

se incluyen asi factores genéticos, manipulaciéon farmacolégica y adversidades sociales.

Este modelo, si bien es extenso metodolégicamente y requiere de un tiempo de ejecucién
prolongado, permite simular muchas de las caracteristicas del trastorno en humanos,
incluyendo una menor susceptibilidad en las hembras de desarrollar esquizofrenia. Respecto a
las diferencias entre sexos, solo los machos de la cepa susceptible, y tratada con ketamina y
aislamiento social, muestran una reduccién a los estimulos de dolor en la fail-wick test
(sumersion de la cola en agua caliente, a 48 °C). Las hembras expuestas a las mismas
condiciones muestran reduccion de la reaccion de sobresalto en la PPI, sefial de déficit en la
supresion sensomotora. Ademads, solo los machos presentaron desempefio disminuido en la
memoria de trabajo y memoria referencial en la Hole board ftest (prueba de la tabla de
agujeros). Estos resultados sefialan una menor susceptibilidad en las hembras a padecer de
esquizofrenia, tal cual se aprecia en humanos. Estas diferencias pueden deberse a factores
hormonales propios de cada sexo: la testosterona y hormonas masculinas parecen aumentar la
susceptibilidad de padecer trastornos psicéticos, mientras que los estrégenos actian como

factor protector (Hafner, 2003).

5.3. Validez general de los modelos animales

Uno de los objetivos que se plantea al desarrollar un modelo animal de alguna patologia
clinica, es precisamente que el modelo pueda ser extrapolado a las condiciones clinicas en
humanos. Cualquier informacién que pueda obtenerse de la patologia de la enfermedad,
derivara de qué tan preciso y confiable sea el modelo animal desarrollado. Se debe enfatizar
que ningin modelo animal puede cumplir todos los requisitos de validez al mismo tiempo. Por
ende, el criterio de validez estd usualmente demarcado por el propésito del modelo. Esto, no
obstante, no ha frenado la bisqueda de modelos més precisos y mas adaptados a la realidad

de las patologias humanas. En general, existen tres criterios fundamentales para validar un
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modelo animal con relevancia clinica (Lipska & Weinberger, 2000; Meyer & Feldon, 2010;

Jones et al, 2011), los cuales se exponen a continuacion (Fig. 5):

a) Validez aparente: constituye la similitud fenomenolégica y sintomatolégica entre el
modelo propuesto y las condiciones clinicas observadas. En trastornos psiquidtricos, un modelo
adecuado deberia poder simular los cambios del comportamiento, fisiopatolégicos vy
moleculares del trastorno. Un modelo poseera mayor validez aparente mientras mejor pueda

“mimetizar” el fenotipo clinico del trastorno en humanos.

b) Validez constructiva: refleja la similitud entre los mecanismos causales de la patologia
clinica y los mecanismos causales del fenotipo del modelo desarrollado. En otras palabras, un
modelo posee mayor validez constructiva mientras mayor sea la relacion entre el disefio
metodolégico y las causas observadas que conllevan a desarrollar el fenotipo patoldgico. Asi,
la validez constructiva se refiere a qué tanto se adaptan los mecanismos causales del trastorno
a la realidad clinica en humanos. En enfermedades heterogéneas complejas, como es el caso
de muchos trastornos psiquidtricos, deben tenerse en cuenta los componentes genéticos,

embriol6gicos, neuroquimicos y sociolégicos que originan el trastorno.

¢) Validez predictiva: la predictibilidad se refiere a la capacidad de extrapolacién del
modelo de una especie a otra (por ejemplo, de roedores a primates o a humanos), y de una
condicién a otra (de estudios preclinicos en animales a estudios clinicos como tal). En la
psicofarmacologia y neuropsiquiatria, la validez predictiva estd muy relacionada con la
similitud entre el efecto de los farmacos y drogas sobre el cuadro clinico en humanos y el
efecto observado en el modelo animal propuesto. Este criterio de predictibilidad atafie a la
sensibilidad de los modelos a la administraciéon de drogas que mejoren el cuadro clinico. Este
punto es de gran importancia dado que una de las razones fundamentales por la que se
desarrolla un nuevo modelo animal con relevancia clinica es que este modelo permita tanto
entender el trastorno como permitir el disefio de farmacos, terapias y estrategias de medicina

preventiva que mejoren la sintomatologia.
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Figura 5. Validez de los modelos de esquizofrenia. Diagrama esquematico dénde se indican las
caracteristicas que debe cumplir un modelo animal de esquizofrenia para poseer un criterio preciso de
validez. Imagen adaptada de Jones et a/, 2011).

5.4. Trasladando los sintomas clinicos a los modelos animales

A la hora de estudiar una patologia o trastorno en un modelo animal, es de gran
importancia trazar un puente entre los sintomas clinicos en humanos y el fenotipo producido
en el modelo. En el caso de los trastornos psiquidtricos, la complejidad del comportamiento
humano y de los procesos psiquicos complican la interpretaciéon de los sintomas en los
animales: ;cémo puede estarse seguro de si un animal presenta alucinaciones?, ;cémo estudiar
procesos complejos como el habla y la memoria en animales? Muchos sintomas clinicos no

poseen una equivalencia directa; otros si estan expresados mas explicitamente. Por ejemplo, las
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alucinaciones y delirios no pueden comprobarse directamente en roedores (hasta los
momentos). Un aumento drastico en la actividad locomotora del animal, producto de la
administracion de anfetamina, puede producir también alucinaciones y delirios en pacientes
esquizofrénicos. De esta forma, puede relacionarse la hiperactividad asociada a la
administracion de una droga o farmaco con los sintomas positivos de la esquizofrenia. En los
modelos animales, algunas variables conductuales de importancia en el estudio de la

esquizofrenia comprenden (Geyer & Moghaddam, 2002):

a) Actividad locomotora y comportamiento estereotipico: ligados a los sintomas positivos.
La administracién de psicoestimulantes en ratas y ratones puede producir hiperlocomocién vy,
en dosis altas, movimientos estereotipados, entendiéndose por este término cualquier
movimiento o conducta poco comun o extrafia (giros inusuales del cuerpo, correr en circulos).
En humanos sanos, estas sustancias pueden producir alucinaciones y delirios similares a los
presentados en pacientes esquizofrénicos. La hiperlocomocién en animales puede ser causada
por una situacién de estrés, tal cual un evento estresante puede desencadenar un episodio

psicético en personas esquizofrénicas.

b) Filtrado de la informacién (gating): relacionado con los sintomas positivos. Muchos
pacientes esquizofrénicos presentan deficiencias en el procesamiento de la informacion,
incluyendo la incapacidad de filtrar o procesar los datos provenientes de los estimulos

sensoriales, dando lugar a una falsa conceptualizacién de la realidad.

En los modelos animales se suelen utilizar pruebas de habituacién para evaluar este
paradigma del procesamiento de la informacién. La habituacion hace referencia a la
disminucién de la respuesta hacia un estimulo cuando este se repite cierto nimero de veces o
durante cierto tiempo, en ausencia de otro tipo de agente externo. Dos pruebas son
ampliamente usadas para evaluar la habituacién: la prueba de inhibicién por prepulso (PPI,
prepulse inhibition) y el P50 (pulse-50). En la primera se utilizan pulsos acusticos débiles

durante 30-500 milisegundos, los cuales disminuyen la respuesta a un estimulo posterior de
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mayor intensidad. En la segunda, dos pulsos de 500 milisegundos de duracién son presentados
en una rapida sucesion, y se espera que el primer pulso disminuya la respuesta al segundo.
Tanto en la PPl y el P50 los pacientes esquizofrénicos muestran una respuesta exorbitada al
estimulo final, denominada aumento de la reaccién de sobresalto, y se cree que es
consecuencia de un déficit del proceso de supresion sensomotora. Esta respuesta exagerada

puede reproducirse también en los modelos animales de esquizofrenia.

¢) Comportamiento social: forma parte de los sintomas negativos. La prueba depende de
la especie a tratarse, debido a la variabilidad en los mecanismos de comunicacién entre las
distintas especies de animales. En roedores, suele medirse el tiempo utilizado en la interaccién

social, asi como el tipo de interaccién (agresiva, no agresiva).

d) Déficit de atencion: relacionado con los sintomas cognitivos. Refiere al tiempo de
respuesta o reaccién del animal ante un evento determinado. En roedores, suele evaluarse con
la Five-Choice Serial Reaction Time task (Robbins et al, 1989). La prueba, en su forma bdsica,
consiste en la detecciéon por parte de la rata de destellos breves de luz en uno de cinco

agujeros. Suele medirse el tiempo en que el animal tarda en detectar el destello de luz.

e) Memoria espacial: habilidad de guiar el recorrido mediante la formacién de una
representacion interna del estimulo (una representacion del espacio fisico o de la ubicacién
espacial) que ya no se encuentra presente en el ambiente. Una disminucién de esta funcién
constituye parte de los sintomas cognitivos. Suele evaluarse con diversas pruebas,
cominmente efectuadas en laberintos: alternaciéon espontdnea en el laberinto en T, alternacién
en el laberinto radial y laberinto en Y, ademas de la piscina de Morris (Morris water maze)

utilizada para aprendizaje y memoria espacial.

Por supuesto, actualmente existe un cuantioso nimero de pruebas en animales para el

estudio de los trastornos psiquidtricos de las cuales no se hace mencién en esta seccién. En la
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Tabla 1 se relacionan algunos sintomas clinicos de la esquizofrenia con sus contrapartes en los

modelos animales.

Tabla 1. Sintomas clinicos de la esquizofrenia y su relaciéon con los modelos animales. Adaptada de
Lipska & Weinberger (2000).

Esquizofrenia: aspectos clinicos | Modelos animales: cambios en el comportamiento

Comportamientos relacionados con el incremento de la
neurotransmisién por dopamina:
e Hiperlocomocién inducida por dopamina
e Reduccién de la catalepsia (inmovilizacién
momentanea del cuerpo) producida por haloperidol
(un antipsicético clésico)

Sintomas psicéticos

Comportamientos estereotipicos | Movimientos estereotipados producidos por dopamina

Desmejoramiento de los sintomas
psicéticos por antagonistas de
receptores NMDA

Vulnerabilidad al estrés Hiperlocomocién producida por estrés

Hiperlocomocién producida por antagonistas de
receptores NMDA

Déficit en el procesamiento de la

. - Déficit en el proceso de supresiéon sensomotora
informacién

Déficit de atencién Déficit en el proceso de inhibicién latente

Desempefio reducido en las pruebas de memoria
espacial
Contacto reducido con conespecificos no familiares
(desconocidos)

Problemas cognitivos

Retraimiento social

5.5. Ketamina

La ketamina es una sustancia con propiedades narcéticas y psicotrépicas, regulada en la
mayorifa de los pafses del mundo. Fue introducida primeramente como un agente anestésico en
los afos 1960 en medicina humana y veterinaria. Los primeros reportes de su uso como droga
recreacional remontan al afio 1967, principalmente entre los profesionales del drea de la salud,
los cuales posefan fécil acceso a esta droga. En los anos 1980 y 1990 empezd a ganar
popularidad en Estados Unidos y el resto del mundo. Es una droga “disociativa”, término
referente a la adopcion de un estado alejado (“disociado”) de la realidad, que produce

alucinaciones, relajacién, y paranoia (Wolff & Winstock, 2006). En la Encuesta Nacional sobre
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el Uso de Drogas y Salud (National Survey on Drug Use and Health) del 2006 en Estados
Unidos, los reportes estiman que unas 23 millones de personas han utilizado ketamina como
droga recreativa en algin momento de su vida, con una prevalencia en personas mayores de

12 anos del 0.1% (aproximadamente 23000 estadounidenses) (Li ef a/, 2013).

La ketamina posee un peso molecular de 273.73 g/mol, con la siguiente estructura
quimica: C;;H,,CINO (Fig. 6). Su punto de fusién se encuentra entre los 258 y 261 °C. Es
soluble en solventes acuosos y lipidicos, lo que la hace adecuada para su administraciéon por

diferentes vias, atravesando rapidamente la barrera hematoencefalica (Sinner & Graf, 2008).

A)

Figura 6. Estructura quimica de la ketamina. A) Modelo bidimensional. B) Modelo de esferas y barras.
Los colores verde, azul y rojo representan d&tomos de cloro, nitrégeno y oxigeno, respectivamente.
Imagen generada en pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ketamine.

En la nomenclatura IUPAC, el nombre sistemadtico de la ketamina corresponde a la 2-(2-
clorofenil)-2-(metilamino)ciclohexan-1-ona. Actla como antagonista de receptores NMDA,
con una estructura similar a la PCP. Existe como dos isémeros épticos S(+) y R(—). Ambos
comparten el mismo mecanismo de accién, sin embargo se diferencian por su afinidad por los
distintos receptores, en especial por los receptores NMDA, lo que resulta en respuestas
fisiolégicas distintas (Wolff & Winstock, 2006). Ademas, la ketamina posee una afinidad muy
baja por los receptores GABA,, receptores muscarinicos, acetilcolinicos, nicotinicos vy

receptores opioides (Sinner & Graf, 2008). A nivel clinico, el isémero S(+) posee
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aproximadamente entre tres y cuatro veces la potencia anestésica del isémero R(—) (White et

al., 1980).

Las ketamina, al igual que la mayoria de las drogas, puede cruzar la placenta y llegar al
feto. Es ademds una droga de transferencia en exceso (exceeding transfer type 2 drugs),
alcanzando una mayor concentracién en el feto que en el plasma de la madre (Griffiths &

Campbell, 2015).

Para una revisién completa de la ketamina, sus efectos en el sistema nervioso central, en
los circuitos cerebrales, en la neurotransmision, toxicidad, uso y epidemiologia, véase Li et al.

(2013) y Sinner & Graf (2008).

5.5.1. Farmacocinética

La ketamina parece que interrumpe selectivamente el sistema talamocortical del paciente.
Su administracién causa que el paciente entre rapidamente en un estado de trance, con los
0jos ampliamente abiertos y nistagmus (movimientos involuntarios de los 0jos). La anestesia
disociativa es resultado de la reducciéon de la activacién de las estructuras talamocorticales, y

un incremento de la actividad del sistema limbico y del hipocampo (Domino et a/., 1965).

La biodisponibilidad de la dosis administrada es del 93% por la via intramuscular, 25-50%
por la intranasal, y del 17% por la oral. La ketamina es rapidamente distribuida al cerebro y
otros tejidos altamente perfundidos; el 12% de la ketamina se une a las proteinas del plasma.
La administracién intravenosa produce los primeros efectos de la anestesia en unos pocos
segundos, la intramuscular entre 1-5 min, por via nasal entre 5-10 min, y oralmente entre 15-
20 min. Si es inyectada, los efectos de la anestesia pueden durar hasta 60 min (Sinner & Graf,

2008).
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Ambos isémeros poseen una vida media a corta (2-4 min). Este tiempo de vida media se
define como el tiempo necesario para que haya disminuido la concentracién de la droga en el
plasma en un 50%, como consecuencia de su distribucién en los distintos tejidos. La vida
media 3, relacionada con la eliminacién de la droga por el metabolismo, esta entre los 8-16
min en adultos. La ketamina es metabolizada en el higado a norketamina producto de la N-
desmetilacion por la oxidasa CytP450 3A4 (cytochrome P450 3A4); la norketamina mantiene
una sexta parte del poder anestésico de la ketamina. Otra via de eliminacién comprende la
hidroxilacién del anillo de ciclohexano de la ketamina resultando en la formacién de hidroxi-
ketamina, con solo el 0.1% de la potencia anestésica original. El metabolismo de la ketamina y
sus metabolitos posee una vida media entre 2.5-3 h; la excreciéon se da principalmente por la

orina (Geisslinger et al., 1993).

5.5.2. Efectos en el sistema nervioso central

La ketamina es un antagonista no competitivo de receptores NMDA que produce sintomas
positivos y negativos similares a los del trastorno esquizofrénico (Ebert et a/, 2012). Hallazgos
farmacolégicos y neuroanatémicos en esquizofrenia sugieren que existen alteraciones en
diversos circuitos cerebrales, los cuales comprenden varios sistemas de neurotransmisiéon que

incluyen a la dopamina, glutamato, y GABA (Sharp & Hendren, 2007).

Estudios farmaco-imagenolégicos de resonancia magnética nuclear, usados para investigar
el efecto directo de drogas sobre el cerebro, indican que la administracién de antagonistas de
receptores NMDA desencadena la liberacion de glutamato en la corteza frontal, tdlamo
anterior, giro temporal superior, giro parahipocampal, y disminuye la concentracion del
neurotransmisor en la corteza orbitofrontal medial y en el polo temporal del cerebro (Deakin et

al., 2008).

En concordancia con la hip6tesis dopaminérgica de la esquizofrenia, la administracion de

ketamina altera la frecuencia de disparo de las neuronas dopaminérgicas mesocorticales y
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mesolimbicas, lo que conlleva a un incremento de la concentracién de dopamina en el cuerpo
estriado y corteza prefrontal (Verma & Moghaddam, 1996). Este patréon es observado en
pacientes esquizofrénicos que presentan sintomas positivos. Se cree que el glutamato modula
los niveles de dopamina del cuerpo estriado al nivel de los cuerpos celulares dopaminérgicos
del area tegmental ventral (VTA) y sustancia nigra (NS), asi como al nivel de las aferencias
glutamatérgicas de la corteza prefrontal, que a su vez modulan las concentraciones de
dopamina en el VTA, SN, y cuerpo estriado por excitacién de las interneuronas gabaérgicas
(Sesack & Pickel, 1992). En otras palabras, la afectacién de la neurotransmision glutamatérgica
tiene efectos directos en los niveles de dopamina del cuerpo estriado por el aumento de la
actividad de las proyecciones dopaminérgicas que parten del VTA y SN, e indirectos por la
disminucién de la actividad de las interneuronas gabaérgicas del mesencéfalo que proyectan
hacia el cuerpo estriado, y consecuentemente aumenta la actividad dopaminérgica del circuito

VTA/SN-cortical-limbico (Fig. 7A).

Otra via por la cual la ketamina causa desregulacién de los circuitos cerebrales,
comprende el bloqueo de los receptores NMDA de interneuronas inhibitorias gabaérgicas en el
nucleo reticular del tdlamo (Fig. 7B). Esto resulta en la inhibicién de la modulaciéon por GABA
de las aferencias glutamatérgicas, colinérgicas y serotonérgicas hacia la corteza cingulada
anterior, derivando en el aumento de la actividad de estas vias de neurotransmision (Olney et
al, 1991). En consecuencia, se produce un triple efecto excitotéxico en las neuronas

piramidales de la corteza cingulada posterior con el dafio subsecuente.

5.5.3. Toxicidad aguda

El uso de ketamina es raramente asociado con problemas clinicos severos, incluso se
acepta su uso terapéutico (dentro de cierto margen) como antidepresivo. En dosis lo
suficientemente elevadas como para producir un efecto anestésico de sedacién profunda no
desencadena complicaciones cardiorespiratorias. Consecuentemente, los consumidores

recurrentes de ketamina no desarrollan compromisos clinicos severos (Kalsi et al., 2011).
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Figura 7. Efecto de la ketamina sobre la actividad neuronal en el SNC. A) Circuitos neuronales
afectados por la administracién de ketamina. Las proyecciones glutamatérgicas que parten de la corteza
prefrontal, en conjunto con aquellas que parten del sistema limbico (hipocampo, cingulo posterior y
giro parahipocampal) se conectan con el tdlamo formando una parte funcional del circuito cortical-
limbico-talamico-cortical. Las interneuronas gabérgicas del cuerpo estriado proyectan a la SN y modulan
la liberacién de dopamina a través del circuito VTA/SN-cortical-limbico; ademas, este circuito posee
aferencias gabaérgicas al tdlamo, regulando la liberacién cortical de dopamina. SNC: sistema nervioso
central, SN: sustancia nigra, VTA: drea tegmental ventral. B) Bloqueo del receptor NMDA de las
interneuronas gabaérgicas en el circuito cortical-talamico. El bloqueo disminuye la inhibiciéon por GABA
de las proyecciones de las neuronas del talamo hacia la corteza prefrontal. La disrupcion de la inhibicion
por GABA causa sobreexcitacién en la corteza prefrontal por un incremento de la liberacién de
glutamato. Modificada de Li et a/. (2013).

En el marco neuropsiquidtrico, si se reportan efectos agudos que incluyen alucinaciones,
agitacion, agresion y paranoia. Efectos menos comunes incluyen dolor en el pecho vy
taquicardia por el aumento de la presién sanguinea y ritmo cardiaco (Li et al, 2013). La

mortalidad asociada al consumo de la ketamina se asocia a su uso conjunto con alcohol u otras
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drogas de abuso. La afectacion de la conciencia y percepcién del mundo exterior es causa de
traumatismos, al disminuir las habilidades cognitivas y reflejos del individuo bajo los efectos de
la droga. En Hong Kong, entre 1996 y 2000, en el 9% de los accidentes de trafico severos
(motivo del consumo de drogas o alcohol) la ketamina ha estado involucrada (Cheng et al,

2005).

5.5.4. Toxicidad cronica

Fuera del sistema nervioso se reporta que el consumo de ketamina produce, a largo plazo,
dafos en la vejiga, rifiones, mucosa del intestino, glandulas adrenales, pdncreas, sistema
inmune e higado. Causa dilatacién del volumen del corazén, y produccién de un fenotipo
similar al de individuos isquémicos. Los efectos crénicos se agravan con el consumo paralelo

de ketamina, alcohol y otras drogas de abuso (Li et a/, 2013).

Los efectos de mayor severidad se observan a nivel del sistema nervioso central. El
consumo de ketamina como droga recreacional durante largos periodos de tiempo puede
conducir al desarrollo de efectos similares a los sintomas positivos y negativos de la
esquizofrenia (Cohen et al,, 1962; Krystal et al., 1994). Se ha reportado igualmente afectacién
de la memoria de trabajo, memoria episédica (memoria relacionada con sucesos
autobiograficos: lugares visitados, contexto temporal y emocional asociados), y en la memoria

a corto y largo plazo. Este efecto parece ser mds marcado en hombres que en mujeres.

Las regiones mas afectadas por la administracién crénica de ketamina comprenden la
corteza sensorial, el hipocampo, la corteza prefrontal y el cuerpo estriado. En estudios de
resonancia magnética nuclear se han reportado cambios en el volumen de la materia blanca en
la corteza temporoparietal y I6bulos frontales, asi como disminucién de la materia gris en el
giro frontal derecho superior y frontal medio inferior. Los cambios estdn correlacionados con la
magnitud de la dosis de ketamina, y con la frecuencia de consumo (Liao et a/., 2010; Liao et

al, 2011).
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La ketamina posee un efecto neurotéxico grave durante los estadios prenatal y perinatal.
La mayor severidad se observa en dosis repetidas y continuas de ketamina, como las
empleadas durante la anestesia o durante su consumo a largo plazo como droga recreativa.
Hayashi et a/. (2002) muestran que dosis Unicas de ketamina (25, 50, 75 mg/kg) en ratas en el
dia postnatal 7 no producen mayores niveles de neurodegenaracién respecto al grupo control
(inyeccioén salina). Sin embargo, dosis repetidas de ketamina (25 mg/kg) a intervalos de 90 min
durante 9 h, producen neurodegeneracién marcada en la amigdala basomedial, regién CA1 del

hipocampo, corteza temporal, giro dentado, y talamo laterodorsal, mediodorsal y ventromedial.

5.5.5. Efecto sobre los receptores NMDA

El sitio de unién de la ketamina se encuentra en el interior del receptor NMDA y se solapa
parcialmente con el sitio de unién al magnesio. De esta forma, bloquea el canal abierto y

reduce su tiempo promedio de apertura (Wolff & Winstock, 2006).

La hipétesis glutamatérgica de la esquizofrenia sefala que el trastorno psiquidtrico es
producto de una hipofuncién de los receptores NMDA, en especial en la corteza prefrontal
(Mouri et al, 2007). En muchas dreas cerebrales, la dopamina inhibe la liberaciéon de
glutamato, y viceversa. Por ende, drogas que actlen como antagonistas de receptores
glutamatérgicos deben potenciar la neurotransmisién por dopamina en acorde a la hip6tesis

dopaminérgica.

Se espera que la administracién aguda de ketamina incremente la liberaciéon presindptica
de glutamato, produciendo los efectos psicotropicos asociados. Estos efectos van
desapareciendo a medida que la droga es metabolizada y excretada (Wolff & Winstock, 2006).
En cambio, la administraciéon crénica de ketamina sensibiliza el sistema dopaminérgico. La
exposicion a ketamina por tiempo prolongado produce, como ya se ha sefalado, efectos
excitotéxicos por la concentracion elevada de glutamato, con la consiguiente produccién de

dafno neuronal y depresion de la actividad cerebral (Hayashi ef al., 2002).
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5.6. Efecto de la ketamina y la anestesia sobre el neurodesarrollo

Si bien la neurotoxicidad de la ketamina y de otros compuestos homélogos, como la PCP
y el MK-801, esta bien documentada, su efecto en el estadio prenatal esta poco explorado en
comparacién con los efectos observados en el estadio perinatal, puberal y adulto. Ademads, son
escasos los estudios donde se tome en cuenta la intervencién farmacolégica del receptor
NMDA durante el periodo gestacional en el desarrollo de un posible modelo de esquizofrenia

en animales.

Los primeros modelos de ketamina fueron concebidos con el surgimiento de la hipétesis
glutamatérgica de la esquizofrenia. Como en estos modelos el farmaco era aplicado en los
estadios adolescente y adulto del animal, lo cual no estaba acorde con la hipétesis
esquizofrénica del neurodesarrollo (Jones ef al, 2011), han surgido diversos estudios que
evalian los cambios neurobiolégicos de la ketamina, y mayoritariamente la PCP, vinculando
dichos cambios con un posible “modelo base” acorde a la hipétesis del desarrollo neuronal. El
mayor uso de la PCP en lugar de la ketamina radica en el menor potencial neurotéxico de esta

ultima (Li et a/, 2013).

El primer modelo glutamatérgico acorde a la hipétesis del neurodesarrollo corresponde a
la aplicaciéon perinatal de antagonistas de receptores NMDA. Mouri et al. (2007) agruparon
una serie de estudios que vinculan la administraciéon de PCP en neonatos con un posible
modelo de esquizofrenia. Muestran que la administraciéon de PCP (10 mg/kg) en dosis sub-
crénica en la segunda semana postnatal en ratas (equivalente al tercer trimestre del embarazo
en humanos), desencadena una serie de cambios en el comportamiento de la progenie en la
adultez: aumento de la actividad locomotora, deficiencia en la memoria de trabajo en el
laberinto de agua de Morris, alternancia espacial demorada evaluada en el laberinto en T,
deficiencia en la memoria de trabajo en la prueba de reconocimiento de objetos, y disminucion
de la supresion sensomotora en la prueba de PPI. Todas estas afectaciones del comportamiento

pudieron ser aminoradas con la administracién de antipsicéticos atipicos. Asimismo, reportan
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en las ratas sometidas al modelo un incremento de la proteina BNDF (brain
neurodevelopmental factor, factor de neurodesarrollo cerebral) en el hipocampo; vinculan la
alteracion de los niveles de esta proteina con los cambios en el comportamiento observados.
Reportan igualmente disminuciéon del peso total del cerebro, mayores niveles de glidlisis,
neurodegeneracién y apoptosis en la corteza frontal, en conjunto con una mayor actividad de

la enzima caspasa-3 en la misma.

Un primer intento de producir un modelo utilizando un antagonista de receptores NMDA
durante el periodo prenatal lo realizan Abekawa et a/. (2007). En ratas prefiadas, administraron
MK-801 (0.2 mg/kg) durante los dias embrionarios 15 a 18. El tratamiento disminuyé la
densidad de neuronas parvalmunicas inmunoreactivas en la corteza prefrontal medial, densidad
determinada en los dias postnatales 35 y 63; tal efecto se observé tanto en los machos como
en las hembras. Una proporcién importante de estas neuronas estd constituida por
interneuronas gabaérgicas. Una disminucion de la densidad de estas neuronas y de su actividad
se ha vinculado fuertemente al desarrollo de esquizofrenia. Adicionalmente, el tratamiento
parece aumentar la hiperlocomocién consecuente de la administracion de PCP en las ratas en
el dia postnatal 63. Los animales de esta edad mostraron igualmente actividad locomotora
aumentada por la sensibilizacién a la metanfetamina. Los efectos no se observaron en las ratas
mds jévenes. El tratamiento con muscinol, un agonista de receptores GABA,, disminuye la

locomocién causada por la administracién de PCP.

Lo resultados de Abekawa et al. se apoyan en la hipétesis formulada por Olney & Farber
(1995): las interneuronas gabaérgicas que estan destinadas a ser inervadas por glutamato, via
receptores NMDA, en el sistema nervioso central del adulto pueden expresar receptores
NMDA durante el estadio fetal. Estos receptores alcanzan un pico de estimulacion excitotéxica
relativamente pronto en el embarazo. Este efecto excitotéxico puede eliminar selectivamente
las interneuronas gabérgicas que reciben inervaciones glutamatérgicas via receptores NMDA.
Esto produce la hipofuncién cortical glutamatérgica observada en pacientes esquizofrénicos.

Asi, tanto la disminucién de la sefializaciéon por GABA, y glutamato via receptores NMDA
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como el aumento de la actividad dopaminérgica pueden producir la hiperlocomocién asociada

a los sintomas positivos de la esquizofrenia.

Los efectos de agentes neurotéxicos durante el neurodesarrollo no son producidos solo
por dosis crénicas, como en los modelos de PCP mencionados hasta el momento. Diversos
estudios reportan alteraciones neurobioldgicas por dosis agudas, como por ejemplo en la

anestesia aplicada previamente a una intervencién quirdrgica.

Jevtovic-Todorovic et al. (2003) se enfocaron en el efecto combinado de tres anestésicos
en ratas en el estadio neonatal (dia postnatal 7): midazolan (una benzoadipina) e isoflurano,
(ambos agonistas de receptores GABA,), y NO, (un antagonista de receptores NMDA).
Reportan deficiencias en la memoria de trabajo en ratas juveniles (dia postnatal 31) y adultas
(dia postnatal 131), aumento de la actividad de la capasa-3 con la consiguiente apoptosis

asociada, y alteraciones en la funcién sindptica del hipocampo.

Ing et al. (2012), en un estudio de seguimiento de 2868 nifios nacidos entre 1989 y 1992,
demostraron que la exposicién temprana a anestesia en niflos menores de 3 afos conlleva al
desarrollo de deficiencias en el lenguaje, funciones cognitivas, habilidades motoras y
comportamiento en general, aspectos evaluados a los 10 afios de edad. Las consecuencias de
la exposicién son mas severas en niflos menores de 3 afos, los cuales son mds susceptibles a

los efectos de agentes neurotéxicos.

Los estudios ya descritos exponen las consecuencias de la administracion de agentes
neurotéxicos durante el periodo perinatal. La intervencién en el periodo prenatal, donde el
neurodesarrollo estd todavia en su fase temprana, puede tener consecuencias neurobiolégicas

mas severas.

Slikker et al. (2007) estudiaron el efecto apoptético de la anestesia con ketamina en

distintos estadios del desarrollo del mono de la india (coloquio: macaco). Mantienen un plano
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completo de anestesia por 24 horas mediante la administracion de ketamina por via
intravenosa durante tal lapso de tiempo. Compararon el efecto de la anestesia en el dia
gestacional 122, y en los dias postnatales 5 y 35. Reportan aumento de la actividad de la
caspasa-3 y de los niveles de apoptosis en los monos sometidos a anestesia en los tres
periodos mencionados, con efectos mas severos en el dia gestacional 122 y postnatal 5.
Aunque entre estos dos Ultimos no se evidencia una diferencia estadisticamente significativa, si
se observa una tendencia del incremento de los niveles de apoptosis en las ratas sometidas a la
anestesia con ketamina en el dia gestacional 122. Estos resultados sugieren un mayor efecto

neurotéxico de la anestesia en las fases mds tempranas del neurodesarrollo.

Zheng et al. (2013) administraron, en el dia gestacional 14 en ratones, anestesia con
sevoflurano, un anestésico de uso comun en cirugias que actia como agonista de receptores
GABA , (Nishikawa & Harrison, 2003), durante 2 horas a una concentracién del 2.5%. Evaltan
los cambios en el tejido cerebral de los fetos y de la prole (dia postnatal 31). La anestesia con
sevoflurano incrementd los niveles de actividad de la caspasa-3 en el tejido cerebral, aumenté
los niveles de interleucina-6, y disminuyé la expresion de la proteina PSD-95 (postsynaptic
density 95, densidad postsindptica 95) y los niveles sinaptofisina, tanto en los fetos como en la
prole. En estos ultimos observan deficiencias en la memoria espacial y aprendizaje (evaluados
en el laberinto de Morris), efecto aminorado con enriquecimiento ambiental. Los anestésicos,
en general, incrementan los niveles citosélicos de calcio (Yang et al., 2008), lo que conlleva a
la liberaciéon de citoquininas proinflamatorias por las microglias, entre ellas la interleucina-6
(Kim et al, 2010). Este proceso proinflamatorio incrementa la actividad de la caspasa-3,
desencadenando en un proceso apoptético en el tejido cerebral. Adicionalmente, se present6
disminucién de la PSD-95, una molécula asociada a una regién de alta agregacion de proteinas
conocida como densidad postsindptica. Esta proteina juega un papel importante en el
fortalecimiento de las sinapsis entre neuronas (Takeuchi et al., 1997), y su disminucién tiene

como causa predominante el proceso de neuroinflamacién desencadenado por el sevoflurano.
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En ratas prefiadas expuestas a un anestésico homologo al sevoflurano, el isoflurano, se
reportan deficiencias en la memoria de trabajo en la descendencia. Las madres no presentaron
ningun tipo de trastorno del comportamiento respecto al grupo control, lo que sugiere que el
efecto de la anestesia es perjudicial en los fetos durante su desarrollo, pero no llega a afectar a
la madre en si (Palanisamy et a/., 2011). En otros estudios, la administracién isoflurano al 3%
en el dia gestacional 14 en ratas prefiadas conllevé al aumento de la actividad de la caspasa-3
en la region CA1 del hipocampo, alteraciones en la sinapsis en el giro dentado y regién CAl
del mismo, y afectacién de la memoria de trabajo, memoria retentiva y percepcién espacial

(Kong et al., 2012).

Lu et al. (2011) aplicaron PCP (5 mg/kg) en forma sub-crénica en ratones durante los dias
embrionarios 6 a 18. Demostraron que, en lineas generales, la administraciéon de PCP afecta la
neurotransmisioén glutamatérgica. Reportan reduccién del peso inicial de las crias al nacer,
deficiencias en la memoria en la prueba de reconocimiento de objetos, y aumento del tiempo
de inmovilizacién en la prueba de nada forzado. En la corteza prefrontal sefialan una tendencia
(no estadisticamente significativa) en la sobreexpresién de las proteinas GLAST y GLT-1, las
cuales estan implicadas en la recaptacion de glutamato (Danbolt, 2001), en las ratas sometidas
al tratamiento con PCP. En la misma regién observan disminucién de los niveles extracelulares
de glutamato, y desensibilizacion de la neurotransmision glutamatérgica reversible con la

administracion del antipsicético DL-TBOA (DL-treo-beta-benciloxi aspartato).

Su et al (2010) estudiaron algunos efectos, en los infantes luego del nacimiento, del
consumo de ketamina en mujeres embarazadas. Cuantifican los niveles de ketamina residuales
en el cabello de los infantes recién nacidos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Reportan altos niveles de ketamina en el cabello de los recién
nacidos, incluso en madres que afirman haber dejado el consumo de ketamina durante el
embarazo. Los nifios presentaron un bajo peso al nacer, hipotonia (disminucién del tono
muscular, es decir, flacidez), y disfuncién cerebral moderada medida por medio de

electroencefalografia.
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Otros estudios enfocan sus directrices en las alteraciones de los oligodendrocitos del
sistema nervioso central durante el desarrollo. La integridad de la vaina de mielina es de
importancia para la éptima transmisiéon de los impulsos nerviosos. Perturbaciones en la
mielinizacién, durante el desarrollo o posteriormente, se han asociado con desérdenes
neurobiolégicos (Duncan ef al, 1992). Se ha reportado que los oligodendrocitos y células
progenitoras son susceptibles a la sefializacion por Ca* glutamatérgica (Itoh er al, 2002),
siendo esto un incentivo para desentrafiar el efecto de potenciales agentes neurotéxicos sobre

el destino de dichas células.

Lindahl et a/ (2008) aplicaron de forma sub-crénica PCP (10 mg/kg) desde el momento
de la concepcién hasta el dia gestacional 20, determinando su efecto en astrocitos y
oligodendrocitos en distintas etapas del desarrollo. Los resultados muestran que los niveles de
marcadores celulares en astrocitos (GFAP, NeuN) no se ven alterados, no obstante, a costa de
alteraciones en los oligodendrocitos. En fases tempranas del desarrollo, una disminucién del
marcador celular NG2 (un proteoglicano del tipo condroitinsulfato que se expresa en células
progenitoras de oligodendrocitos en animales jévenes) sugiere que la exposicion prenatal a
PCP conlleva a la muerte celular de las células progenitoras destinadas a diferenciarse en
oligodendrocitos. Esto, producto de concentraciones excitotéxicas de glutamato, en
consecuencia de una hipofuncién glutamatérgica derivada de la administraciéon sub-crénica de
PCP. En etapas intermedias del desarrollo, un incremento de los niveles de los marcadores O4
(un anticuerpo que reconoce un antigeno sulfatado de membrana) y de la CNPasa, ambos
expresados en oligodendrocitos inmaduros, sugiere que las células progenitoras sobrevivientes
proliferan y reconstituyen la poblacién de oligodendrocitos. Sin embargo, una disminucién de
los marcadores MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein, glicoproteina oligodendrocitica de
la mielina) y MBP (myelin basic protein, proteina bdsica de la mielina) en oligodendrocitos
maduros, apunta a una reducciéon de la diferenciaciéon de las células progenitoras en
oligodendricitos. Estos resultados dan a dilucidar que la exposicién prenatal a antagonistas de
receptores NMDA reduce el nimero de oligodendrocitos maduros en individuos adultos, lo

que conlleva a una reducciéon de la mielinizacion en el sistema nervioso central.

43



En un estudio mas reciente, Zhao et al (2014) probaron el efecto de la anestesia con
ketamina en el dia gestacional 14 en ratas. En el dia postnatal 30, reportan mayores niveles de
ansiedad, depresion, disminucion de la respuesta a estimulos de recompensa (anhedonia), y
aumento del tiempo de latencia en el laberinto de agua de Morris (déficit de memoria
espacial). A nivel morfolégico, perciben una diminucién de la densidad neuronal en la region
CA3 del hipocampo, disminucién del nimero de ramificaciones, de espinas dendriticas y de la
longitud total de las espinas en neuronas piramidales del hipocampo. En esta misma estructura
reportan depreciacién de la neurogénesis, de los niveles de BNDF y reduccién de la PSD-95.
Indican a su vez un incremento de la expresion de la subunidad NR2A, y reduccién de la
expresion de la subunidad NR2B de los receptores NMDA. Vinculan la posible alteracion de la
expresion de estas subunidades en el hipocampo con los cambios neurobiolégicos en las ratas
sometidas a la administracién prenatal de ketamina. La disminucién de la densidad de
neuronas en la regiéon CA3 y de la neurogénesis en el hipocampo se presenta en los dias
postnatales 0 y 30. Esto es indicativo de que los cambios a nivel celular y molecular, producto
del tratamiento con ketamina, se manifiestan desde etapas tempranas de la ontogenia del

organismo.

Por ultimo, Zhao et al. (2016), estudiaron el efecto de la anestesia con ketamina durante
un lapso de 2 h sobre el desarrollo de la corteza prefrontal en ratas. La exposiciéon a la
ketamina resulté en apoptosis celular y neuronal en el cerebro de los fetos, y disminucién de la
densidad neuronal en las laminas II-1ll de la corteza prefrontal. Las neuronas de la corteza
prefrontal mostraron un mayor nimero de espinas dendriticas en el dia postnatal 30, mientras
que los cultivos celulares de neuronas extraidas de esta regiéon en el dia postnatal O
presentaron menos neuritas (cualquier proyeccion del cuerpo de una neurona, ya sean
dendritas o axones, que soportan la comunicacién interneuronal) que el control. Ademas, el
tratamiento invirtié la expresion de las subunidades NR2B/2A del receptor NMDA, y perturbé
la expresion de las proteinas pre y postsindpticas de la corteza prefrontal. Ambos estudios
llevados por el grupo de Zhao confirman el efecto neurotéxico de la ketamina durante el

estadio prenatal, hecho causal de las anormalidades en el comportamiento de la progenie.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales de ensayo

Se emplearon ratas Sprague-Dawley (Rattus norvegicus) proporcionadas por el Bioterio de
la  Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” (Barquisimeto, Venezuela). El
apareamiento se llevd a cabo en el animalario de la Facultad Experimental de Ciencias y
Tecnologfa (Facyt) de la Universidad de Carabobo. Para ello, las hembras se dispusieron de a
pares con un solo macho en jaulas individuales durante 15 dias. Los animales no se
perturbaron, salvo durante el tiempo de limpieza y mantenimiento de las jaulas. Se utilizd
como criterio, del inicio del embarazo, el hinchamiento de los pezones en la hembra. Una vez

confirmado el embarazo, la hembra se ubicé en una jaula individual.

Los animales experimentales se colocaron en grupos de cuatro individuos (a excepcion de
las hembras prefiadas, las cuales se dispusieron individualmente) en jaulas de acero inoxidable
de 50 x 40 x 20 cm, a una temperatura de 24.2 + 0.4 °C, 38.5 + 4.9% de humedad relativa,
con 12 h de ciclo luz/oscuridad, y suministro de agua y alimento ad /ibitum. Los animales
experimentales se trataron en acuerdo con lo establecido en la “ Guidelines for the Care and
Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research” (van Sluyters & Obernier, 2004).

Se construyeron dos grupos experimentales:

a) Grupo ketamina (KT): formado con hembras prefadas (n = 4), a las cuales se les
administr6 anestesia con ketamina (Imalgene®, MERIAL C.A.) al término de la segunda
semana del embarazo. Primeramente, una dosis de ketamina (60 mg/kg) se aplicé por via
intramuscular (la aplicacion intraperitoneal puede causar dafio fisico a los fetos) para producir
un estado inicial de relajacion. Posteriormente, la ketamina pasé a ser administrada en bolos
intramusculares de 20 mg/kg cada 20 min (60 mg/kg/h), durante 3 h. Este tratamiento
mantiene un estado intermedio entre una anestesia ligera y una sedacién profunda, estado

determinado por la ausencia de movimientos voluntarios, flacidez, reflejos al dolor reducidos,
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sin que se evidencie afectacién de la funcién respiratoria. Durante la anestesia, se mantuvo la
temperatura corporal entre 36.5 y 37.5 °C empleando una lampara infrarroja. La temperatura
de la sala se ajusté a 24.0 = 1.0 °C. La cantidad de anestesia suministrada se reguld
dependiendo del plano de anestesia presente en el animal. El tratamiento se aplicé en horario

diurno (a partir de las 8:00 am).

b) Grupo control (CT): formado con hembras prefiadas (n = 4), las cuales solo se
trasladaron al laboratorio durante 3 h, sin aplicarles ningin tipo de tratamiento. Transcurrido el

tiempo, se regresaron nuevamente al animalario.

Luego del nacimiento de las crias, se determiné su peso en el dia post-natal (DPN) 3. Estas
se mantuvieron junto a su madre hasta el momento del destete en el DPN 21, momento en el
cudl se registré igualmente su peso. Con el fin de eliminar las posibles variaciones
neurobioldgicas dependientes del sexo, las hembras quedaron excluidas del estudio. Llegada la
fecha, las madres se sacrificaron por contusion craneal; las crias hembras se utilizaron para un

proyecto paralelo.

Con el fin de evaluar la evolucién de los cambios neurobiolégicos en la progenie con el
tiempo, se realizé el andlisis en dos fases temporales. Para ello, las pruebas conductuales se
efectuaron primeramente en la semana post-natal (SPN) 4, para los juveniles, y nuevamente en
la SPN 10, para los adultos. En relacién a la ontogenia, la adolescencia en ratas comprende el
periodo que va desde el destete (DPN 21) hasta la adultez temprana (DPN 60), y este periodo
puede dividirse en adolescencia temprana (DPN 21-33), media (DPN 34-46) y tardia (DPN-59),
segln la clasificacion establecida por Tirelli et a/. (2003). Por consiguiente, las pruebas se
efectuaron en el periodo correspondiente al inicio de la adolescencia en ratas, y al inicio de la
adultez en las mismas. De esta forma, se formaron cuatro subgrupos de los dos grupos
principales (CT y KT): a) control-juvenil (CTJ, n = 12), b) control-adulto (CTA, n =12), ¢)
ketamina-juvenil (KTJ, n = 12) y d) ketamina-adulto (KTA, n = 11). En la Fig. 8 se muestra el

esquema general de trabajo.
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6.2. Pruebas conductuales

Se utiliz6 como sistema de video una webcam conectada a una portatili Hp Compaq
Presario® V2000. Los videos se grabaron con el software Windows Movie Maker 16.4.3 a una
resolucion de 480p y a 24 fotogramas por segundo. Las pruebas se realizaron sobre un fondo
negro, con la finalidad de aumentar el contraste con los animales. Estas se efectuaron a partir
de las 12 m, con el propdsito de adaptar las pruebas al ciclo de actividad regular de las ratas.
Las condiciones del area de pruebas comprenden una temperatura de 24.0 + 1.0 °C, 38.6 =

3.3% de humedad relativa, y 17° lux de intensidad luminica.

Pruebas conductuales
SPN 4/SPN 10
(Juveniles/Adultos)

Nacimiento , Destete DPN

28 29 30 31 32 33
70 71 72 73 74 75

SAT OFT hb SIT FST
pFST

SPN O SPN 3

Figura 8. Esquema de trabajo general. El tratamiento con ketamina se aplicé durante el término de la
2da semana de gestacion. SPN: semana postnatal, DPN: dia postnatal, SAT: prueba de alternacion
espontdnea, OFT: prueba de campo abierto, hb: habituacién en el campo abierto, SIT: prueba de
interaccién social, pFST: prueba preliminar al nado forzado, FST: prueba de nado forzado.

Diversas consideraciones deben tomarse al momento de realizar las pruebas conductuales.
El observador debe colocarse de tal forma que no proyecte su sombra sobre las estructuras de
prueba. La presencia del observador disminuye la ambulacién del animal (Hughes, 1978), por

lo que éste no debe notar la presencia del mismo.

Las pruebas deben realizarse con iluminacién baja (cercana a los 10 °lux) y difusa, para
evitar producir sombras en las estructuras que alteren el patrén de comportamiento. Tal

consideracién es de gran importancia dada la aversiéon natural, evolucionariamente conservada,
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de las ratas y ratones a los ambientes amplios e iluminados (Valle, 1970; Blizard, 1971; Krsiak,

1971; File & Hyde, 1978).

El estrés ambiental también debe ser minimizado, por lo que la sala de pruebas debe estar
lo més aislada del ruido en la medida de lo posible. El ruido actia como un agente estresor,
incrementando la ansiedad en los roedores. Adicionalmente, deben eliminarse las posibles
pistas olfatorias depositadas por los animales (orina, heces) en pruebas previas, limpiando con
etanol 70% las estructuras de prueba al finalizar cada ensayo, o cuando se indique que sea

necesario.

El orden de las pruebas y su momento de aplicacién se muestra en la Fig 8. A pesar de
que la prueba mds invasiva (prueba de nado forzado) se realizé como prueba terminal, algunos
estudios muestran que ésta no parece tener efecto sobre las pruebas efectuadas en el campo
abierto (Blokland ef al, 2012). No obstante, se opté igualmente por colocar las pruebas mas

susceptibles a agentes ansiogénicos al inicio de la bateria de pruebas.

6.2.1. Prueba de alternacién espontanea (SAT)

Con el fin de evaluar la memoria espacial en ratas se empleé la prueba de alternacién
espontdnea (SAT) en el laberinto en T (7-maze), segin el protocolo de Deacon & Rawlins
(2006). La estructura comprende un laberinto con paredes de policloruro de vinilo (PVC) de
color gris mate, de 30 cm de altura y 3 mm de espesor. El laberinto posee compuertas
deslizantes en diferentes zonas: compuerta del brazo izquierdo (Cl) y derecho (CD), y
compuerta de la particién central (CC). La particion central se divide simétricamente con un

tabique longitudinal. En la Fig. 9 se aprecia el disefio del laberinto.

Al momento de la prueba, el animal es colocado suavemente en el punto de inicio del
laberinto con todas las compuertas abiertas. En el momento en que la rata entre a cualquiera

de los extremos de la particiéon central, se cierra la CC. Al entrar en el brazo, se cierra la
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compuerta correspondiente, manteniéndose la rata encerrada por 30 seg. Esta primera etapa
corresponde a la fase de acopio de informacién, donde el animal forma en su memoria el
camino que ha tomado. Transcurrido el tiempo, se retira la rata y se coloca nuevamente en el
punto de inicio (con todas las compuertas abiertas) y se deja que seleccione uno de los
extremos (fase de eleccién). Se tomara la prueba como positiva si selecciona el extremo
opuesto; negativa si selecciona el mismo extremo. Si transcurridos 2 min el animal no

selecciona ninglin extremo, es retirado para aplicar la prueba posteriormente.

Figura 9. Disefo estructural del laberinto en T. Cl: compuerta izquierda, CD: compuerta derecha, CC:
compuerta central, PC: particién central.

Al finalizar cada prueba (y al término de cada subensayo en un mismo animal), se

remueven las piezas fecales y se limpia la base del laberinto con etanol 70%.

Las ratas se observaron directamente desde la computadora portdtil por medio del sistema
de video, desde el plano cenital a 1.35 m de altura de la superficie del laberinto. Se realizaron
10 pruebas por rata, en dos bloques de 5 pruebas por dia, midiéndose la proporciéon de

aciertos positivos por animal en cada grupo por conteo manual /n situ.
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6.2.2. Prueba de campo abierto (OFT)

Para la medida de la actividad exploratoria general y ansiedad se utiliz6 la prueba de
campo abierto (OFT), segln el protocolo descrito por Gould et al. (2009). Se emple6é una
arena rectangular de madera oscura de 70 x 70 x 35 cm, con un drea central correspondiente

al 33% del drea total de la arena, tal como se presenta en la Fig. 10A.

Con el fin de minimizar el estrés, producto de la exposicién a un ambiente novedoso, el
animal no fue cambiado de jaula en las 24 h previas a la prueba. Antes del inicio de la misma,
la arena de pruebas debe limpiarse previamente con etanol 70%. Al inicio de la prueba, se
coloca al animal de forma gentil cerca de una de las paredes de la arena; no debe colocarse en

el centro: esto puede aumentar los niveles iniciales de ansiedad del animal.

Las grabaciones se realizaron en el plano cenital a una altura de 1.35 m de la superficie
del campo abierto, por un tiempo de 10 min. Se cuantificé las distancia total recorrida y el
tiempo total de estadia en la regién central. Asimismo se contabilizd, como nimero total de
observaciones en los 10 min de duracion total del video, el levantamiento del animal sobre sus
patas traseras (rearing behavior), distinguiéndose dos tipos: a) con apoyo sobre las paredes, y
b) sin apoyo, como se muestra en la Fig. 10B. Por razones de conveniencia, se llamé al
levantamiento con apoyo “escalamiento” (no confundir con el “escalado” de la prueba de

nado forzado), y al levantamiento sin apoyo “actividad vertical”.

Como medida complementaria del estrés y ansiedad en el campo abierto, se evalu6 el
comportamiento de aseo del animal (grooming behavion, segin el protocolo expuesto por
Smolinsky et al. (2009). Se cuantificoé el tiempo invertido en aseo, asi como el % de
transiciones incorrectas. Esta ultima variable se define como la relacién porcentual del nimero
total de transiciones incorrectas entre el nimero total de eventos de aseo observados, en los 10

min de duracién de la prueba. Una transicién incorrecta es aquel evento individual de aseo que
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no sigue los siguientes pasos en orden estricto, presentados en la Fig. 4C: patas delanteras,

cabeza, torso, patas traseras, cola y/o genitales.

A 70 cm B)

70 cm

Figura 10. Disefio y variables de la prueba de campo abierto. A) Disefio del campo de pruebas. B)
Levantamientos con soporte (izquierda), y sin soporte (derecha). C) Secuencia correcta de aseo
cefalocaudal: (1) patas delanteras, (2) rostro/cabeza, (3) cuerpo/torso, (4) patas traseras, y (5)
cola/genitales. Figura modificada de Casarrubea ef a/. (2015).

Finalizada la prueba, el animal es colocado en una jaula, aislado del grupo al cual no se le
ha aplicado la misma, y se limpia la arena con etanol 70% para luego proseguir con la

siguiente rata.

Los videos se procesaron con el software Tracker 4.87 (Brown, 2009), a una frecuencia de
0.625 Hz para un total de 961 mediciones por video. Los animales se marcaron en el centro

del lomo con una tintura fucsia intenso, de forma que pueda hacerse un contraste fuerte entre
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la marca y el fondo negro del drea de pruebas. El seguimiento del animal en cada video se
efectué de forma automadtica con la herramienta “autotracking” de Tracker. Con la misma, el
programa realiza un seguimiento del animal usando como referencia (el punto de seguimiento)
la tintura fucsia sobre el lomo del mismo. Con la data obtenida, se procedié a calcular la
actividad locomotora y tiempo de estadia en la regién central con el software R 3.1.3 (R Core

Team, 2015), empleando el Algoritmo 1 del Anexo A.

El resto de las variables a evaluar se cuantificaron manualmente por dos previamente

entrenados para el reconocimiento de los eventos de interés en cada video.

6.2.3. Prueba de interaccién social (SIT)

La prueba de interaccion social (SIT) se realiz6 con el propésito de evaluar el
comportamiento social en los animales experimentales. Dicha prueba se efectué en una caja de
madera cuadrangular (la arena de pruebas) de 70 x 70 x 35 cm. Se utiliz6 una modificacién del
protocolo propuesto originalmente por File & Hyde (1978). La modificacién implica el no
aislamiento previo de los animales antes de la realizacién de la prueba; tal condicién de
aislamiento incrementa la interaccién social. Empero, solamente la interaccién entre animales
desconocidos (sin contacto previo) incrementa el interés por dicha actividad (File & Hyde,

1978).

Cada rata, independientemente del grupo, es colocada con un compafiero no conocido y
que no ha recibido tratamiento alguno. Esta Gltima condicién garantiza que cualquier variacién
en la interaccién social puede asociarse solamente al tratamiento en cuestion. Cada par esta

constituido por animales del mismo sexo, que no difieren de los 10 g de peso.

Se opt6é por condiciones de ensayo poco estresantes: a) poca luminosidad: 17 °lux; b)

arena familiar: 2 dias antes de la prueba los animales son familiarizados con la arena del
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campo abierto, para lo cual son colocados unitariamente en la misma durante 10 min, y

dispuestos de vuelta en sus respectivas jaulas al finalizar el tiempo.

En el momento de la prueba las ratas se colocan en la arena y se separan por una pared de
PVC. La prueba empieza al retirar la pared, permitiendo que las ratas interaccionen durante 7
min. Las grabaciones se realizaron en el plano cenital a una altura de 1.35 m de la superficie
de la arena de pruebas. Se cuantifico el comportamiento no agresivo (olfateo, juegos,
seguimiento, acicalamiento) y comportamiento agresivo (mordiscos, rasgufios, lucha). Cada
par debe usarse solamente una vez por prueba. Al finalizar cada ensayo, como cada sesién de

familiarizacion previa, debe limpiarse la estructura con etanol 70%.

Las variables a evaluar se cuantificaron manualmente por dos observadores previamente

entrenados para el reconocimiento de los eventos de interés en cada video.

6.2.4. Prueba de nado forzado (FST)

Para estudiar el nivel de depresién en ratas, como falta de una contra respuesta a una
situacion estresante, se realizé la prueba de nado forzado (FST) siguiendo el protocolo de
Slattery & Cryan (2012). Se emple6 un cilindro de polimetilmetacrilato transparente, de 25 cm
de didmetro y 50 cm de altura. El cilindro se llené con agua corriente hasta una profundidad

de 30 cm, ajustada a 23-25 °C de temperatura.

Un dia antes a la realizacién de la prueba se ejecuté una prueba preliminar de 10 min de
duracién con el objetivo de aumentar la inmovilidad observada en la prueba formal al exponer
al animal a una situacién estresante 24 h antes de la ejecuciéon de la misma (Lucki, 1997),
haciendo mds notorio el efecto de algtin posible tratamiento con la inmovilidad presentada. Al
momento de la prueba, la rata es colocada gentilmente en el cilindro con agua durante 5 min,
grabando en el plano cenital a una altura de 0.4 m de la superficie superior del cilindro.

Finalizada la prueba, la rata es retirada, secada (con un secador de pelo) y colocada de nuevo
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en su jaula. El agua del cilindro es cambiada, se ajusta nuevamente la temperatura y se

procede con la siguiente rata.

Las variables cuantificadas comprenden a) inmovilizacién: el animal queda suspendido en
el agua, sin realizar movimientos mayores que los necesarios para mantenerse a flote; b) nado
(swimming): movimientos horizontales de las patas a lo largo del cilindro, con desplazamiento
horizontal notorio; y ¢) escalado (c/imbing): movimientos verticales de las patas delanteras
hacia las paredes del cilindro. En la Fig. 11 se muestra el disefio del cilindro junto con las
variables consideradas. Se determiné el comportamiento predominante en cada intervalo de 5
seg de los 300 seg que dura la prueba, para un total de 60 observaciones. Finalizado todo el

conjunto de pruebas, la estructura se limpia con etanol 70%.

Las variables a evaluar se cuantificaron manualmente por dos observadores previamente

entrenados para el reconocimiento de los eventos de interés en cada video.

6.3. Histologia del hipocampo

6.3.1. Fijacion del tejido nervioso

El proceso de fijacion del tejido nervioso corresponderd a una modificacién del descrito

por Gregory et al. (2012), principalmente del sistema de perfusion elaborado en el laboratorio.
Anestesia

Se utiliz6 como anestesia ketamina (150 mg/kg) combinada con diazepam (30 mg/kg)
aplicados por via intraperitoneal. Se consideré que el animal entré en un plano completo de

anestesia cuando se observé ausencia de reflejos en la cola, patas y parpados. Se administré

una cantidad extra de anestesia en los casos en que fuese necesario.
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Figura 11. Disefo y variables de la prueba de nado forzado. A) Cilindro de nado. B) Variables
consideradas en la prueba: nado (flechas moradas), escalado (flechas rojas), inmovilizacion (flechas
negras dirigias hacia la superficie).

Intervencion quirdrgica

El animal es colocado en posicién declbito dorsal sobre una superficie de madera

acolchada, fijando las patas a la superficie con alfileres en las mufecas.

Se lava ligeramente el térax del animal con etanol 70%. Seguidamente se realiza una
incisiéon de 4-6 cm a través del tegumento y la pared abdominal, justo debajo de la cavidad
tordcica. Luego se efectia una incision de igual amplitud en el diafragma, extendiendo dicha
incision a lo largo de toda la longitud de la caja tordcica hasta exponer la cavidad pleural. Se
prosigue cortando a través de la caja tordcica, desde uno de los lados de las costillas hasta la
clavicula; se realiza un corte similar en el lado contralateral. El esternén se levanta e inmoviliza
de tal manera que quede expuesto el corazén. Se retira el pericardio cuidadosamente,

apartando con una pinza de sujecién roma los tejidos cercanos al corazén.

Previo a la canulacién, se inyectan 0.5 mL de heparina sddica (1000 U.I/mL) en el

ventriculo izquierdo para luego insertar la canula en el mismo hasta la entrada de la aorta
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ascendente, sujetando la canula con la ayuda de un mosquito. Finalmente se realiza un corte

discreto en la auricula derecha, evitando causar dafo alguno a la aorta descendente.

Perfusion

Se utilizé6 como sistema de perfusién una inyectadora de 60 mL de capacidad, conectada a
un sistema de manguerillas quirdrgicas, finalizando en una cdnula, con una vdlvula para
controlar el flujo de solucién. Se adaptard al sistema una “trampa” para evitar el paso de

burbujas de aire a través de la canula y de alli al corazoén.

Primeramente se realiz6 un lavado con 200-300 mL de tampén fosfato salino (PBS), pH
7.4, con 1000 U.I/L de heparina sédica. El aclarado del higado se tomé como un indicio de
que el lavado se realizé correctamente. La fijacion se efectué con 200-300 mL de formol 10%

en tampoén fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4.

Diseccion

Se realiz6 una incision en la linea media a lo largo del tegumento del cuello hasta la nariz,
exponiendo el craneo. Se retiran los musculos del cuello y cabeza con la ayudara de tijeras y
una hojilla. Se introduce una tijera iris por el agujero occipital del crdneo, deslizéndola con
cuidado por la superficie interna de este. Se realiza un corte hasta el borde distal de la

superficie del crdneo posterior; el corte se repite en el lado contralateral.

Con pinzas romas se remueve cuidadosamente el craneo hasta exponer el cerebelo. Se
contintia cortando desde la esquina posterior distal dorsal a la distal frontal por ambos lados.
Se expone el cerebro, para posteriormente cortar los bulbos olfatorios y conexiones nerviosas a

lo largo de la superficie ventral.
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El cerebro es retirado con una espdtula empujandolo suavemente hacia afuera, y
almacenado hasta su posterior procesamiento a 4 °C en formol 10% en tampén fosfato de

sodio 0.1 M, pH 7.4, usando un volumen 10 veces mayor al volumen del cerebro,

6.3.2. Construccion de los bloques

Para el proceso de deshidratacién, aclaracién, impregnacién e inclusion se utilizé un
protocolo propio estandarizado en el laboratorio. Las muestras son deshidratadas por pasos
breves en soluciones de alcohol isopropilico de concentracién ascendente, sumergidas en xilol
absoluto y luego embebidas en parafina liquida. El protocolo se muestra en la Tabla 2. Antes
del procesamiento de las muestras, éstas se cortaron a nivel del hipocampo dorsolateral en
secciones de 3 mm de espesor (de bregma —3.50 a —3.80), utilizando como referencia el atlas

estereotaxico del cerebro de rata (Paxinos & Watson, 2007).

6.3.3. Microtomia

Se realizaron cortes coronales seriados de 30 um de espesor con un microtomo rotatorio
Leica® RM2265 para el estudio de las caracteristicas morfolégicas y celulares del hipocampo.
El mismo se aprecia en la Fig. 12. Los cortes por muestra se realizaron por duplicado, y

colocados en ldminas previamente tratadas con poli-L-lisina 0.1% como adhesivo catiénico.

6.3.4. Tincion, captura y procesamiento de las imagenes

Los cortes se tifieron con una tincién de Nissl, empleando azul de metileno 0.1% (pH 4.2)
como colorante. El protocolo empleado se muestra en la Tabla 3. Al finalizar la tincién, las
muestras son aclaradas con xilol y montadas en bdlsamo de Canadd para su posterior

observacién en el microscopio.

El azul de metileno (un colorante catiénico) tifie las estructuras celulares con cargas

negativas, como por ejemplo el nicleo y el reticulo endoplasmatico rugoso (cuerpos de Nissl),
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de un color azul intenso contrastando con un fondo azul claro. Los axones y dendritas no se

visualizan. El nivel de especificidad de la tincién depende del pH de la solucién que contiene el

colorante; se pierde especificidad a medida que la solucién de vuelve mas neutra o alcalina

(Kiernan, 2008). El molibdato de amonio actia como agente mordiente, asegurando que el

colorante no se lave del tejido al someterlo a sucesivos bafios de alcohol y agua destilada. En

la Fig. 13 se muestra, como ejemplo, el resultado obtenido por este método.

A) Rata

N

Hipocampo @@

Corteza entorrinal

Figura 12. Anatomia del hipocampo. A) Ubicacién espacial del hipocampo en el cerebro de rata. B)
Morfologia del hipocampo de ratén. DG: giro dentado. Imagen adaptada de Strange (2014).

Tabla 2. Rutina de deshidratacién, aclaracion e impregnacién para muestras de tejido nervioso.

B) Raton a4

—

DJ/’ i 1‘mm

y CA2
&

— CA3

Tratamiento Solucién Tiempo
1 Formol salino 10% 24 h
2 Isopropanol 75% 30 min
3 Isopropanol 85% 30 min
4 Isopropanol 95% 30 min
5 Isopropanol 100% 30 min
6 Isopropanol 100% 30 min
7 Xilol 1h
8 Xilol 1h
9 Parafina (58 °C) 45 min
10 Parafina (58 °C) 45 min
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Tabla 3. Rutina de tincién de Nissl con azul de metileno para tejido nervioso. *pH ajustado a 4.2 con
tampén acido acético-acetato.

Tratamiento Solucion Tiempo
1 Xilol 3 min
2 Isopropanol 50% 3 min
3 Isopropanol 100% 3 min
4 Agua destilada 3 min
5 Azul de metileno 0.1%%* 6 min
6 Molibdato de amonio 5% 6 min
7 Agua destilada Breve lavado
8 Isopropanol 50% 3 min
9 Isopropanol 100% 3 min
10 Xilol 3 min

Las microfotografias se tomaron con una cdmara Canon Powershot® 570, en un
microscopio Leica® DM1000. Imdgenes con una magnificacion de 40x se utilizaron para
estimar la densidad de neuronas por mm’ en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo
dorsolateral, asi como el grosor promedio de la capa celular. Tales imdgenes se analizaron de
forma automatizada por medio del software ImageJ 1.50i (Schneider ef a/, 2012), empleando

el plugin ITCN (University of California, USA).

6.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el software R 3.1.3 (R Core Team, 2015). Las pruebas
conductuales se analizaron con una prueba de Kruskal-Wallis. Se utilizé la prueba de Dunn de
rangos y signos (Dunn, 1964) como prueba a posteriori, empleando el paquete “dunn.test”
(Dinno, 2016). Para disminuir la probabilidad de cometer un error tipo I, se ajusté el valor

probabilistico con una correcciéon de Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995).
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Figura 13. Estructuras visibles en una tincién de Nissl. El reticulo endoplasmdtico rugoso (cuerpos de
Nissl), el nicleo y, en general, las estructuras con carga negativa se tifien de azul intenso, contrastando
con un fondo azul palido. Magnificacién: 1000x. Imagen modificada de http://brainmaps.org.

Para el andlisis de los pesos de las crias e histologia se emple6 una prueba de #student.
Todos los datos se analizaron previamente con las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene para
verificar el cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,
respectivamente. Con el propésito de vincular uno de los comportamientos mds insignes de los
trastornos psicéticos en modelos animales, la hiperlocomocién o hiperactividad, se decidié
correlacionar la actividad locomotora en la OFT con el resto de las variables conductuales
mediante la prueba no paramétrica de correlacién por rangos de Spearman. Asi mismo, el
procedimiento se realizd igualmente para la alternacion en el laberinto en T y el nimero de

piezas fecales contabilizadas al finalizar la prueba.

Para comprobar graficamente que los grupos de animales juveniles y adultos, sometidos o
no al tratamiento con ketamina, pueden separarse en base al conjunto total de las variables de

comportamiento que los describen, se realizd un escalamiento multidimensional no métrico
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(NMDS) con el paquete “vegan” (Oksanen et al, 2016). Para evitar el efecto del peso de la
escala de medida de cada variable, las observaciones se estandarizaron restando la media y
dividiendo entre la desviacion estandar. Se utiliz6 como indice de disimilitud la distancia de
Manhattan, definida como la suma de las longitudes de las proyecciones del segmento que

une a dos puntos en un eje de coordenadas.

El resultado del NMDS se complementé con una prueba de PERMANOVA (Anderson,
2001) usando el paquete “vegan”, incluyendo igualmente todo el conjunto de variables, y
utilizando el indice de disimilitud de Manhattan. El andlisis a posteriori se realizé con pruebas
de PERMANOVA pareadas, empleando la correccion de Benjamini-Hochberg para disminuir la

probabilidad de cometer un error tipo I.

Se consideré un resultado estadisticamente significativo el correspondiente a un valor de p
< 0.05. Los descriptivos y graficos de barras se representan como media + dev. Los diagramas
de cajas estan constituidos por la mediana, el 2do y 3er cuartil, y el valor minimo y maximo de

la distribucion.
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VII. RESULTADOS

7.1. Respuesta a la anestesia

Todas las hembras se recuperaron exitosamente de la anestesia con ketamina. La dosis
promedio administrada por rata fue de 248.7 + 60.8 mg/kg (n = 4). El tiempo de recuperacién
de la anestesia fue de 68.1 £ 7.9 min. Las ratas no recuperaron su total movilidad hasta
trascurridas 1-2 h después de despertar del procedimiento. Esto posiblemente tenga como
causa la via de administraciéon utilizada (bolos intramusculares consecutivos), pudiendo la
ketamina liberarse lentamente durante un mayor tiempo (efecto residual). Las hembras

parieron sin complicaciones a los 5-9 dfas posteriores al tratamiento.

7.2 Cambio en el peso de las crias

No se encontraron diferencias significativas en el peso de las crias en el DPN3 (7.3 £+ 05 g
vs 7.2 = 0.8 g del grupo control; p = 0.560, ¢ = 0.583, n = 36/40). No obstante, las crias
expuestas al tratamiento con ketamina presentaron un peso 22.5% menor que el control en el
DPN 21 (354 + 3.6 g vs 45.7 + 1.8 g del grupo control; p < 0.001, £=—15.634, n = 36/40).

Los datos se presentan en la Fig. 14.
7.3. Pruebas conductuales
7.3.1. Prueba de alternacion espontanea (SAT)

Los animales de cada grupo mostraron un desempefio disimil en el laberinto en T,
traducido en fndices de alternacion desiguales entre ellos. La prueba de Kruskal-Wallis muestra
diferencias significativas entre todos los grupos (p < 0.001, %, ; = 22.437). Las ratas del grupo
CTA presentaron el mayor nivel de alternacion (79.2 + 10.8%) en relacién a los grupos CT)J

(51.7 £ 11.2%; p< 0.001, z=-4.467, n = 12/12), KTJ (63.3 = 10.7%; p < 0.05, z=—2.530,
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n=12/12), y KTA (58.2 + 9.8%; p< 0.001, z=—3.551, n = 12/11). El grupo KTJ presenté un
mayor nivel de alternancia que el CTJ (p < 0.05, z= 1.937, n = 12/12), e igual al del grupo
KTA (p = 0.169, z= —1.077, n = 12/11). Los resultados se presentan en la Fig. 15A. Los
mismos parecen indicar que el tratamiento con ketamina aumenta la alternacién en el laberinto
en T, evento asociado a su vez a un mayor reconocimiento del entorno (capacidad de memoria
espacial) en el estadio juvenil, pero afectando el desempefio de los animales en la prueba
llegada la adultez, a tal punto que pudiesen presentar un nivel de alternancia igual o menor al

de los individuos juveniles.

Peso de las crias
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Figura 14. Peso de las crias A) DPN3, y B) DPN21. n = 40/36. ***p < 0.001.

Los grupos experimentales presentaron diferencias significativas, respecto al nimero de
piezas fecales totales contabilizadas al finalizar todo el conjunto de subensayos por animal (p <
0.001, %45 = 14.109). El grupo KTA se diferencia del resto al contarse un mayor nimero de
piezas fecales (7.4 + 1.7) en contraste con los grupos CTJ (5.6 = 1.7; p< 0.05, z=2.149, n =
11/12), CTA (4.6 £ 1.6; p< 0.001, z=3.681, n = 11/12), y KTJ (53 = 1.1; p< 0.05, z =

2.558, n = 11/12). Los resultados se muestran en la Fig. 15B. Al mismo tiempo, la correlacién
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por rangos de Spearman (incluyendo a todos los grupos simultineamente) arroja una

correspondencia negativa entre la alternacién espontanea y el nimero de piezas fecales (p <

0.001, rs=-0.48, n = 47), tal como se aprecia en la Fig. 15C.

Alternacion espontanea
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Figura 15. Alternacién espontdnea en el laberinto en T. A) % alternacién (aciertos positivos) en el

laberinto. B) N° total de piezas fecales promedio recolectadas por rata. C) N° de piezas fecales vs %

alternacion (correspondencia negativa). n = 12/12/12/11 para las figuras superiores, n = 47 para la

inferior. *p < 0.05, ***p < 0.001.

No se hall6 correlacion alguna entre la actividad locomotora y la alternacién espontdnea

en el grupo CTJ (p = 0.973, n = 12), mds si una correlacién positiva en los grupos KTJ (p <
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0.05, rs=0.61, n = 12), y CTA (p < 0.05, rs = 0.69, n = 12). El grupo KTA presentd una

correspondencia negativa entre dichas variables (p < 0.05, 7s=-0.62, n = 11).

7.3.2. Prueba de campo abierto (OFT)

Se hallaron diferencias significativas en la distancia total recorrida por animal (p < 0.001,
Lurs = 19.932), como medida de la actividad locomotora general. El grupo CTJ present6 la
menor inmovilidad (221.2 + 69.8 dm) en comparacién con los grupos CTA (359.5 + 69.7 dm;
p<0.001, z=—-4.035, n = 12/12), KTJ (295.0 + 56.6 dm; p< 0.05, z=—-1.935, n =12/12), y
KTA (347.6 + 82.3 dm; p < 0.001, z= —3.522, n =12/11). A pesar de que el grupo KTJ se
diferencia significativamente del CTA (p < 0.05; z = —2.099, n = 12/12), no muestra
diferencias con el grupo KTA (p = 0.062; z=—1.629, n = 12/11). Asi, los animales expuestos
al tratamiento con ketamina parecen tener una movilidad aumentada (hiperlocomocién) en el

estado juvenil, que parece normalizarse en el estadio adulto (Fig. 16A).

Actividad en el campo abierto
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Figura 16. Actividad general en la prueba de campo abierto. A) Distancia total recorrida (DTR) en
decimetros, medida de la actividad locomotora. B) Tiempo de estadia en la regién central (RC) en
segundos. n = 12/12/12/11. *p < 0.05, ***p < 0.001.
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En relacién al tiempo invertido o tiempo de estadia en la regiéon central, se encontraron
diferencias significativas entre los grupos experimentales (p < 0.001, %5 = 16.086). El grupo
CTJ representa al grupo con menor actividad en el centro (4.9 = 5.7 seg), en contraste con los
grupos CTA (19.3 = 8.7 seg; p< 0.001, z=-4.010, n = 12/12), y KTA (10.6 + seg 5.6; p <
0.05, z=-2.023, n = 12/11). A pesar que no se consiguieron diferencias significativas en el
tiempo de estadia en el centro entre los grupos CTJ y KTJ, el valor cercano al punto critico de
rechazo podria sugerir que el grupo CTJ invierte menos tiempo en el centro que el KTJ (11.6 +
10.6 seg; p=0.056, z=—2.035, n = 12/12). Asimismo, el grupo CTA presenta mayor tiempo
de actividad en la regién central que los grupos KTJ (p < 0.05, z= 1975, n = 12/12), y KTA
(p < 0.05 z=1.899, n = 12/11). Los resultados se presentan en la Fig. 16B. Esto pudiera
sugerir un posible estado de desinhibicion inicial en el grupo juvenil expuesto a la ketamina,

seguido de un incremento de los niveles de ansiedad en el estadio adulto (Fig. 17).

En relacién al rearing behavior, vinculado regularmente con la actividad locomotora y
actividad exploratoria en el campo abierto, se encontraron diferencias significativas entre los
grupos, tanto en el escalamiento (p < 0.001, °,;5 = 17.384), como en la actividad vertical (p <
0.05, 7’175 = 8.695). Respecto al escalamiento, en el grupo KTA se contabiliz el mayor
nimero de observaciones por animal durante toda la prueba (54.1 + 10.1) respecto a los
grupos CTJ (28.3 = 9.3; p< 0.001, z=4.137, n = 11/12), CTA (443 = 10.5; p< 0.05, z=
1.769, n = 11/12), y KTJ (39.3 £ 19.6; p< 0.05, z=2.221, n = 11/12). Al contrario, el grupo
CTJ presenté menor actividad de escalamiento que los grupos KTJ (p < 0.05, z=—1.960, n =
12/12), y CTA (p < 0.05, z= —2.422, n =12/12). En la actividad vertical (levantamiento sin
apoyo), en el grupo KTA se registr6 mayor nimero de observaciones durante la prueba (10.6
+ 5.8) en comparacién con los grupos CTA (3.8 + 3.6; p< 0.05, z=2.801, n=11/12), y KTJ
(5.3+54; p<0.05, z=2.216, n = 11/12), mas no con el grupo CTJ (6.7 + 5.8; p=0.130, z
= 1.514, n = 11/12). No se hallaron diferencias significativas entre el resto de los grupos. Los

resultados se aprecian en la Fig. 18.
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Respecto a la correlacion entre el escalamiento y la actividad locomotora, se hallé6 una
correspondencia positiva en los grupos CTJ (p < 0.01, 7s=0.79, n = 12), KTJ (p < 0.01, rs =
0.81, n=12), CTA (p< 0.001, 7s=0.95, n=12), y KTA (p< 0.01, 5s=0.79, n = 11). En la
actividad vertical, solo el grupo CTA presenté una correlacion significativa con la actividad

locomotora (p < 0.01, 7s=-0.72, n = 12).

Actividad en el campo abierto
CT] KT]

® ® @
Yoo 000 ¢S

Figura 17. Patrén de desplazamiento en el campo abierto. Cada punto representa la posicién del animal
en cada intervalo de 0.625 seg de la duracién total de la prueba (10 min). El rectangulo azul oscuro
representa la arena de 70 x 70 cm, mientras que el azul claro el 33% del drea de la misma.

En el indicativo auxiliar de ansiedad y estrés, referente al comportamiento de aseo
(grooming behavior), se encontraron diferencias significativas entre los grupos tanto en el
tiempo total usado en aseo (p < 0.05, y’,;; = 8.924), como en el porcentaje de transiciones

incorrectas (p < 0.001, x4, ). En el grupo CTJ se registré un mayor tiempo invertido en aseo
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(55.3 £ 34.3 seg) que en el grupo CTA (19.8 + 11.1 seg; p< 0.05, z=2.726, n = 12/12), mas
no se encontraron diferencias significativas con los grupos KTJ (39.2 + 32.1 seg; p=0.150, z
=1.281,n=12/12), y KTA (63.5 + 55.5 seg; p=0.382, z=0.300, n = 12/11). Al contrario, el
grupo CTA empled menos tiempo en esta actividad que el KTA (p < 0.05, z= -2.366, n =
12/11).

En relacién a las transiciones incorrectas, en los animales del grupo CTJ se observé un
menor porcentaje de transiciones mal efectuadas (62.8 + 17.0%) respecto al orden correcto de
aseo (desde el extremo anterior al posterior del animal. Véase Fig. 10C) que en los del grupo
KTJ (89.7 + 13.3%; p < 0.01, z=—-3.341, n = 12/12), y el grupo KTA (86.0 = 18.1%; p <
0.01, z= —3.047, n = 12/11), mas no se hallaron diferencias significativas con el grupo CTA
(65.9 + 9.0%; p=0.497, z=0.008, n = 12/12). De la misma forma, los animales del grupo
CTA realizaron (en promedio) de forma incorrecta un menor nimero de transiciones que los
del grupo KTJ (p < 0.01, z= —3.349, n = 12/12), y los del KTA (p < 0.01, z=-3.054, n =
12/11).

Los resultados sugieren un incremento de la reaccién al estrés en los animales expuestos al
tratamiento con ketamina. Empero, la respuesta conductual parece diferir entre los juveniles y

adultos expuestos al tratamiento. Estos resultados se presentan en la Fig. 19.

Se hall6 una correlacién positiva, entre el tiempo usado en aseo y la actividad locomotora,
con el grupo KTA (p < 0.05, rs = 0.66, n = 11). No se encontraron correspondencias

significativas con el resto de los grupos.

7.3.4 Prueba de interaccion social (SIT)

En la interaccién social, se hallaron diferencias significativas entre los grupos, tanto en el
comportamiento no agresivo (p < 0.001, y%;; = 19.323), como en el comportamiento agresivo

(p < 0.05, ’475 = 9.581). En relacion a la primera, los animales del grupo KTA presentaron el
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menor nimero de eventos no agresivos durante el desarrollo de la prueba (10.4 + 4.3) en
comparacién con los grupos CTJ (19.2 + 5.5; p< 0.01, z=-3.212, n = 11/12), CTA (20.0 =
83, p<0.01, z=-3.132, n = 11/12), y KTJ 21.6 £ 4.4; p< 0.001, z=—4.153, n = 11/12).
Conjuntamente, el grupo KTA mostré mayores niveles de agresividad al contabilizarse un
mayor nimero de eventos agresivos (4.6 = 4.6) que en los grupos CTJ (0.5 + 0.8; p< 0.05, z
=2774,n=11/12),y CTA (1.1 £ 1.7, p< 0.05, z= 2.180, n = 11/12). En el grupo KTJ se
observaron igualmente mds eventos agresivos (2.4 + 2.4) que en el grupo CTJ (p< 0.05, z=
1.977, n = 12/12), mas no con los grupos CTA (p=0.128, z= 1371, n = 12/12), y KTA (p =
0.241, z=-0.840, n = 12/11). Los resultados se muestran en la Fig. 20.

L evantamientos (rearings)

A) % =T B) % = ()
¥ = XT) & = KT]
80 _ xkx @ CTA 20 — m CTA
& m KTA = XTA
n * n
2 2
S 60 S 15 —
> >
[«B] [«B]
[«P] [«P]
~ ~
= 40 = 10
s s
[e] [e]
<90 - < 5
0 0
Escalamiento Actividad vertical

Figura 18. Levantamientos (rearing behavion en la prueba de campo abierto. A) Escalamiento
(levantamiento con apoyo en las paredes de la arena). B) Actividad vertical (levantamiento sin apoyo). n
= 12/12/12/11. *p< 0.05, ***p < 0.001.

En los animales expuestos a la ketamina, la desinhibicién social parece ser una
caracteristica propia del estadio adulto, sin embargo el comportamiento agresivo parece

expresarse desde la etapa juvenil. En este punto contrastan de manera marcada los animales
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del grupo control (juveniles y adultos), los cuales muestran niveles nulos o casi nulos de

agresividad, con pocas observaciones limitadas solo a unos cuantos animales

Comportamiento de aseo

A = CT) B = CT)
180 - i ) o 2 = KT
- = CTA < S5 sx— " CIA
oo [ | [9) e — u
B KTA S 100 KTA
~ 3]
o 1 — =
g > , S
< S 80 -
v e
£ w0
g S 60
© ©
=% —
E 45 — 2
2 © 40 -
= =
0 20

Figura 19. Comportamiento de aseo (grooming behavior) en la prueba de campo abierto. A)
Tiempo total utilizado en la actividad de aseo al término de la prueba. B) % transiciones incorrectas
(transiciones que no siguen el orden de aseo cefalocaudal). n = 12/12/12/11. *p< 0.05, **p < 0.01.

Se hallaron correlaciones estadisticamente significativas, entre el comportamiento agresivo
y la actividad locomotora, en los grupos KTJ (p < 0.001, rs=0.96, n = 12), CTA (p< 0.05, rs
=0.62,n=12), y KTA (p<0.001, s=0.99, n = 11), mas no con el grupo CTJ (p = 0.679).

7.3.5. Prueba de nado forzado (FST)

Los animales de cada grupo mostraron tanto niveles distintos de inmovilizacién (p <
0.001, 4,5 = 19.413), como de nado (p < 0.05, ’4;5 = 10.341), y escalado (p < 0.001, ¢’ 5 =
17.965). Los animales del grupo CTJ presentaron menor inmovilidad (10.6 + 3.1 puntuaciones)
durante todo el transcurso de la prueba, que los animales de los grupos CTA (17.0 + 8.3

puntuaciones; p < 0.05, z=—-1.799, n = 12/12), y KTA (24.4 = 7.1 puntuaciones; p < 0.001, z
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= —3.758, n = 12/11). De igual forma, el grupo KTJ presenté menor inmovilidad (10.1 = 4.5
puntuaciones) que los grupos CTA (p < 0.05, z= —1.858, n = 12/12), y KTA (p < 0.001, z=
—3.817, n = 12/11). Los animales del grupo CTA mostraron menor inmovilidad que los del
grupo KTA (p < 0.05, z=-1.999, n = 12/11). No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos CTJ y KTJ (p = 0.476, z= 0.060, n = 12/12), exhibiendo asi ambos niveles

muy similes de inmovilizacion. El resultado global de la prueba se presenta en la Fig. 21.
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Figura 20. Patron de comportamiento en la prueba de interaccién social. A) N° total de eventos
amistosos (olfateo, juegos, seguimiento, acicalamiento). B) N° total de eventos agresivos (mordiscos,
rasgufios, lucha). n = 12/12/12/11. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

De las otras dos variables a considerar, el grupo KTJ presentd el mayor nivel de actividad
de escalado (36.2 + 3.0 puntuaciones) en relacién a los grupos CTJ (28.0 + 8.7 puntuaciones;
p <005, z= 2452, n = 12/12), CTA (23.8 £ 9.2 puntuaciones; p < 0.001, z= 3.526, n =
12/12), y KTA (22.8 + 4.6 puntuaciones; p < 0.001, z= 3.776, n = 12/11). No se encontraron
diferencias significativas entre ninguno de los otros grupos. En relacién al nado, el grupo KTJ
mostré reduccion de esta actividad (13.8 + 4.1 puntuaciones) en comparacién a los grupos CTJ

(21.5 £ 9.00 puntuaciones; p < 0.05, z=-2.207, n = 12/12), y CTA (19.2 + 6.6 puntuaciones;
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p<0.05, z=-1.923). De igual manera, el grupo KTA muestra una reduccién del nado (12.8
+ 7.1) en contraste con los grupos CTJ (p< 0.05, z=-2.577, n=11/12), y CTA (p< 0.05, =z
= —2.300, n = 11/12). No se encontraron diferencias significativas entre la actividad de nado

del grupo KTJ con el KTA (p=0.405, z=0.429, n = 12/11).

Nado forzado
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Figura 21. Actividad en la prueba de nado forzado. Cada variable corresponde a la actividad
predominante en cada intervalo de 5 seg de duracién de la prueba, anotdndose como puntuaciones.
Inm: inmovilizacién, Esc: escalado. n = 12/12/12/11. *p < 0.05, **p < 0.01.

Cabe destacar que, a pesar de que los grupos CTJ y KTJ muestran el mismo nivel de
inmovilizacién, parecen diferenciarse en el comportamiento activo predominante: el grupo KTJ
escala durante un mayor tiempo que el CTJ, y al mismo tiempo nada durante menor tiempo.
En paralelo, el aumento de la inmovilizacién en el grupo KTA con respecto al CTA tiene como
causa la reduccién del comportamiento nado, al no encontrase diferencias significativas entre
el escalado entre ambos grupos (p = 0.371, z= 0.328, n = 11/12). La actividad de escalado
pasa a normalizarse (disminucién respecto al estadio juvenil) en los adultos sometidos al

tratamiento con ketamina, mas la actividad de nado permanece inalterada.
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No se hall6 correlacién alguna de la inmovilizacién y el comportamiento de nado con la
actividad locomotora. Sin embargo, se encontré que la actividad de escalado depende
negativamente de la actividad locomotora en los grupos KTJ (p < 0.01, rs = 0.78, n = 12),
CTA (p< 0.01, s=0.73, n = 12), y KTA (p < 0.05, rs = 0.64, n = 11). Los resultados de

todas las correlaciones para cada variable se presentan de forma resumida en la Tabla 4.

Tabla 4. Resumen de las correlaciones entre las variables conductuales con la actividad locomotora. Las
mismas se realizaron en los grupos por separados. LA: actividad locomotora, IN: inmovilizacién, SW:
nado, CB: escalado, SA: alternacién espontanea, FB: defecacion, CN: actividad en la regién central, V1:
escalamiento, V2: actividad vertical, GM: aseo, IG: transiciones incorrectas, SC: comportamiento social
amistoso, AG: comportamiento social agresivo. Se presenta el indice rs de correlacién de Spearman.
Solo se muestran las correlaciones significativas. n = 12/12/12/11 (CTJ/KTJ/CTA/KTA). *p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.001.

CTJ KT) CTA KTA
Prueba Variable
LA LA LA LA
IN
Nado forzado SW
CB 0.78 (**) | 0.73 (**) | 0.64 (*)
SA 0.61(*) | 0.69(*) | —0.62 (*)
Alternacion espontanea
FB
CN
Vi 0.79 (**)10.81 (***)|0.95 (***)| 0.79 (**)
Campo abierto V2 —0.72 (**)
GM 0.66 (*)
IG
SC
Interaccion social
AG 0.96 (***)| 0.62 (*) [0.99 (***)

7.4. Pruebas multivariadas

El andlisis grafico por medio del NMDS, presentado en la Fig. 22, se llevd a cabo

tomando en cuenta solamente dos coordenadas. El conjunto de las trece variables queda
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reducido asi a un espacio bidimensional. El stress de la prueba se calcul6 en 0.21, un valor que
puede considerarse adecuado. Este pardmetro es una medida de la discrepancia del arreglo
obtenido por el NMDS respecto a la matriz de distancia o disimilitud inicial. Asi, valores mas
cercanos a cero representan un ajuste adecuado del modelo en relacion a los datos originales.

El valor obtenido (0.21) asegura que se conserva el 95.59% de la variabilidad original del

sistema.
Agrupamientos en base al conjunto de variables
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Figura 22. Agrupamientos por escalamiento métrico no multidimensional. Los poligonos corresponden
al drea del grafico que encierra todos los puntos u observaciones de un grupo particular. Los cuadrados
representan los centroides de grupo.
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En la Fig. 22 puede observarse una clara separacién de los grupos CTJ y CTA. Estos a su
vez presentan una leve superposicién con los poligonos del grupo KTA. No obstante, la
marcada separacion entre los centroides de grupo ligado a la relativamente baja superposicién
en relacion al tamafo de los poligonos permite suponer que los grupos pudiesen ser distintos.
El grupo KTJ se solapa en gran medida con el resto, especialmente con los grupos CTA vy

KTA.

Los resultados del NMDS se compararon con los obtenidos mediante la prueba de
PERMANOVA. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.001, F 5, = 8.769) entre los
grupos CTJ, CTA, KTJ y KTA, en base a todo el conjunto de variables conductuales que los
representan. El andlisis a posteriori muestra que el grupo CTJ puede separarse de los grupos
CTA (p < 0.001, F,,, = 8.984), KTJ (p < 0.01, F,,, = 6.078), y KTA (p < 0.001, F,,, =
11.030); el grupo CTA puede separase de los grupos KTJ (p < 0.001, F,,, = 7.309), y KTA (p
< 0.001, F,,, = 8.747); y por ultimo el grupo KTJ se distingue del KTA (p < 0.001, F,,, =

9.834). En otras palabras, todos los grupos son estadisticamente diferentes entre si.

El alto nivel de superposicion del grupo KTJ con el resto, en el NMDS de la Fig. 22,
podria deberse a una varianza relativamente alta en los grupos experimentales, o a
caracteristicas propias del mismo grupo. Siendo éste estadisticamente distinto de los otros tres
restantes, la interposicion observada podria indicar que posee caracteristicas en comun con el

resto de los grupos, caracteristicas que en conjunto hacen al grupo KTJ distinto de los demads.
7.5. Histologia del hipocampo dorsolateral

En los adultos, los cerebros debidamente lavados y fijados (Fig. 23) se utilizaron
finalmente para el andlisis histolégico del hipocampo dorsolateral. No se hallaron diferencias

significativas, entre los grupos CT y KT, en la densidad neuronal en las regiones CA1 (6239.9

+ 134.5 cel/mm?* vs 6237.4 + 91.3 cel./mm’ del grupo control; p = 0.970, = 0.039, n = 8/8)
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y CA3 (3841.6 + 128.6 cel/mm? vs 3916.3 + 112.2 cel/mm? del control; p = 0.237, ¢ =
—1.237, n = 8/8) del hipocampo. Los resultados se presentan en las Fig. 24 y 25.

Figura 23. Cerebro lavado y fijado. El color blanquecino y contextura sélida/gomosa son indicativos de
una perfusion de buena calidad.

Histologia del hipocampo
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Figura 24. Histologia del hipocampo dorsolateral. A) Densidad neuronal (células por mm?). B) Grosor
de la capa de células que conforman las regiones CA1 y CA3 del hipocampo. n = 8/8. ***p < 0.001.
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Respecto al grosor de la capa de células dispuestas en las regiones CA1 y CA3, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos CT y KT en el grosor del area CA1 (36.4
+ 2.5 pm vs 36.9 + 2.4 um del control; p=0.693, t=—-0.404, n = 8/8), mas si se observé una
reduccién promedio del 26.8% en el drea CA3 en los animales tratados con ketamina respecto

al control (45.1 £ 3.9 pm vs 61.6 + 3.5 pm del control, p< 0.001, #=—8.896, n = 8/8).

Los resultados parecen indicar que el tratamiento con ketamina utilizado parece reducir el
nimero de neuronas en la regién CA3 del hipocampo. Empero, esto no se traduce en una
disminucién de la densidad de neuronas en tal regién, sino mas bien en la reduccién del grosor
de la capa. Las neuronas de la region CA3 parecen ser mas sensibles al tratamiento con

ketamina.
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Figura 25. Tincién de Nissl del hipocampo dorsolateral. El grupo de imagenes de la izquierda
representa al grupo control; el de la derecha al grupo tratado con ketamina. A) — B) Morfologia general
del hipocampo. Se sefialan las dreas CA1 y CA3 del mismo. Magnificacién: 40x. C) — D) Neuronas de
la region CA1. Magnificacién: 400x. E) — F) Neuronas de la regién CA3. Obsérvese la reduccién en el

grosor de la capa en el grupo tratado con ketamina. Magnificacién: 400x.
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VIII. DISCUSION

Antes de considerar los cambios observados en el grupo expuesto a la ketamina, es crucial
entender parte de los cambios neurobioldgicos producto de la normal maduracién de los
circuitos cerebrales. Por ello, la primera seccién se centrard en los cambios encontrados en los
juveniles y adultos del grupo control. Ademas, en esa seccién se explicard la naturaleza de las
variables evaluadas en cada prueba. Posteriormente, se discutira el efecto del tratamiento con
ketamina sobre el comportamiento de los animales, considerando todos los grupos en
cuestion. Finalmente, se indagard sobre las consecuencias de la exposicién prenatal a la
ketamina en el neurodesarrollo, la formacién del hipocampo y cémo esto produce el patrén de

comportamiento asociado a la esquizofrenia y a otros trastornos psicéticos.

8.1. Diferencias entre juveniles y adultos: patréon normal de comportamiento

8.1.1. Prueba de alternacion espontanea (SAT)

El comportamiento de alternacién espontdnea refleja la motivaciéon del animal en explorar
su ambiente para localizar comida, agua, pareja, refugio o cualquier otro recurso de interés. En
un laberinto en T, con solo dos opciones a escoger, la probabilidad de que un individuo
seleccione cualquiera de los brazos es del 50%. La seleccion del brazo es realizada tomando
en cuenta que ninguno de los brazos ha sido previamente explorado. Cuando el ambiente es
pre explorado, el animal crea una representacién espacial del entorno que ha visitado,

disminuyendo la probabilidad de volver a visitar el mismo brazo en el ensayo subsiguiente.

La alternacién espontdnea en el laberinto en T tiene ciertas particularidades respecto a
otras pruebas de memoria especial. Un laberinto constituye un ambiente realista, considerando
la ecologia de los roedores. Ademas, la alternacion en el laberinto en T suele ser mayor que en
otros laberintos, como el laberinto radial y el laberinto en Y, este dltimo con una alternancia

del 65% o menos (Deacon & Rawlins, 2006). Adicionalmente, la SAT es sensible a un niimero
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cuantioso de alteraciones en la memoria espacial, como por ejemplo lesiones en el hipocampo,

tratamientos farmacoldgicos, y alteraciones genéticas (Deacon & Rawlins, 2006).

La alternacién espontanea estd ligada a la capacidad de memoria espacial del animal en
cuestion, la cual es funcién de la edad del mismo. Las ratas normales alternan por encima del
50% desde el DPN 30. En los DPN 15, 16, 20 y 25 su alternacién es totalmente azarosa, con
igual probabilidad de escoger cualquiera de los brazos (Egger et al, 1973). Esto es
consecuencia de la falta de maduracién de los circuitos cerebrales durante las primeras
semanas de vida de los roedores. Igualmente, se espera que la alternacién espontdnea se

incremente a medida que el animal pasa del estadio puberal al adulto.

En una rata adulta normal, la alternacién espontdnea suele ser del 75% (Deacon &
Rawlins, 2006). La adicién de una particion central, como en el laberinto utilizado en el
presente estudio (Fig. 9), puede aumentar la tasa de alternacién hasta en un 85-90% (Deacon
et al, 2003). El grupo CTA presentdé un nivel de alternacion del 79.2%, mayor en
comparacion con el 51.7% del grupo CTJ. La alternacién del grupo adulto no alcanza el 85-
90% reportado por Deacon ef al. (2003). Empero, la prueba si permite discernir entre la
capacidad de memoria espacial de los juveniles (DPN 28 al momento de la prueba) y los
adultos (DPN 70). Los resultados pueden diferir por las condiciones de cria, alimentacion,
estrés ambiental del drea de pruebas y manipulacién de los animales durante cada ensayo en el
laberinto. Como se comenta luego, el estrés puede disminuir la actividad exploratoria ligada a
la alternacion. Una desventaja de la SAT en el laberinto en T es el aumento moderado de la
ansiedad en los animales experimentales por su manipulacién durante todo el desarrollo de la

prueba.

Los niveles de ansiedad pueden influenciar el desempefio de las ratas en el laberinto. La
defecacién y urinacién, al introducir al animal en un entorno no familiar, son indices de estrés.
La exposiciéon del animal a un ambiente abierto, nuevo y distinto de la jaula hogar, como

puede ser un campo abierto, eleva los niveles en el plasma de corticosterona, un indicativo
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neuroendocrino de estrés, lo que disminuye la alternacién espontdnea. La inyeccién repetida
de corticosterona, 10 mg/kg diariamente por ocho semanas, disminuye el comportamiento de
alternacién espontanea sin producir dafo alguno a nivel del hipocampo (Bardgett ef a/., 1996),
resaltando el efecto de la ansiedad sobre este comportamiento. La correlacién de Spearman
negativa obtenida (75 = —0.48) entre el nimero de piezas fecales y la alternacion espontanea
despunta el efecto de la ansiedad y estrés sobre este comportamiento. Aun asi, no se
encontraron diferencias en el nivel de defecacion entre adultos y juveniles. Las diferencias en
el desempefo en el laberinto en T son debidas entonces a la mayor maduracién del sistema

nervioso central de las ratas adultas.

Diversas regiones del cerebro juegan un papel importante en la alternacién espontdnea:
hipocampo, neocortex, septo, nlcleo magnocelular del cerebro basal anterior, diencéfalo,
corteza prefrontal, ganglios basales, rafe, sistema vestibular y cerebelo. Asimismo, diversos
neurotransmisores intervienen en este comportamiento, tales como la acetilcolina, dopamina,
GABA, glutamato, serotonina, catecolaminas, asi como algunos neuropéptidos, canales iénicos

y 6xido nitrico (Lalonde, 2002).

8.1.2. Prueba de campo abierto (OFT)

La OFT fue propuesta originalmente como una medida del comportamiento emocional en
ratas (Hall, 1934). Esta prueba permite determinar sistemdticamente la actividad exploratoria
en un ambiente novedoso, la actividad locomotora general, y proveer al observador un
panorama general del comportamiento relacionado con la ansiedad en roedores.
Adicionalmente, suele utilizarse para evaluar memoria espacial y habituacién cuando el animal
es expuesto a la arena de pruebas durante sesiones largas o durante varios dias consecutivos

(Lever et al., 2006).

La exploracién se define como un proceso de investigacion activa que lleva al animal a

recolectar informacién de su ambiente (Birke & Archer, 1983). La actividad locomotora es una
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de las medidas conductuales mas basicas en las pruebas animales de comportamiento en
neurociencia. Estd muy vinculada a la “tendencia” del animal a explorar su entorno, y
constituye una medida experimental muy Util para detectar los efectos de drogas y
tratamientos sobre el sistema nervioso central, y cémo estos efectos se traducen en los
cambios conductuales observados en los animales. En referencia a los trastornos psiquidtricos,
esta extensamente reportado el efecto de farmacos, lesiones, condiciones de cria, entre otros
factores, sobre la actividad exploratoria en la OFT. No obstante, la informacion pertinente a la

ontogenia del comportamiento en esta prueba estd poco documentada (Lynn & Brown, 2009).

En la OFT y en el laberinto en cruz elevado (elevated plus maze, EPM), las medidas
usualmente evaluadas comprenden la actividad locomotora y los comportamientos
relacionados con la ansiedad y preservacion (p.e., tigmotagsis, defecacion, evitar los brazos
abiertos/expuestos) (Prut & Belzung, 2003; Walf & Frye, 2007). Se asume que el centro del
campo abierto es un lugar aversivo para los roedores, ya que representa un espacio donde el
riesgo de depredacion es alto, considerando el entorno natural de estos animales (Prut &
Belzung, 2003). Tanto la actividad locomotora como el porcentaje de entradas a la regién
central del campo abierto se incrementan con la edad del animal: la actividad exploratoria
aumenta desde la adolescencia temprana a la adolescencia tardia. Aunque la actividad
locomotora no parece diferir con la edad en el EPM, los animales en el periodo de
adolescencia tardia pasan mas tiempo en los brazos abiertos que sus contrapartes mds jévenes

(Lynn & Brown, 2009).

El incremento en la actividad exploratoria podria explicarse por el aumento de las
capacidades fisicas del animal a medida que se desarrolla. Sin embargo, el aumento del peso y
de las capacidades fisicas no pueden explicar por si solos el incremento de la actividad
exploratoria durante la adolescencia (Lynn & Brown, 2009). El patrén de exploracion disimil
puede ser consecuencia de los cambios en el sistema endocrino durante la adolescencia
involucrados en el miedo, ansiedad, desinhibicién, atracciéon a lo novedoso y toma de riesgos

(Lynn & Brown, 2009). Existe evidencia de que los cambios en los niveles de hormonas
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esteroideas juegan un papel importante en el desarrollo del cerebro y del comportamiento

durante la adolescencia (Sisk & Zehr, 2005).

Las conclusiones de Lynn & Brown (2009) concuerdan con los resultados obtenidos para
los grupos CTJ y CTA, representativos de animales en la adolescencia temprana y adultez,
respectivamente. Las ratas adultas muestran una conducta de desinhibicién, con el consecuente
aumento de la actividad exploratoria. Esto se traduce en un aumento de la actividad
locomotora y de las decisiones de “riesgo” para el animal, como puede ser la exposicién al

centro del campo abierto.

Respecto al aseo (grooming), esta variable constituye un comportamiento importante y
evolutivamente antiguo observado en muchos taxas animales (Spruijt et a/,, 1992). Mas alla de
su funcién higiénica, el aseo tiene otros propdsitos no relacionados, como la estimulacién de la
piel, termorregulacién, comunicacién quimica, interaccién social, disminucién de la agitacion y
reduccién del estrés. EI comportamiento de aseo puede ser desencadeno por varios factores,
como por ejemplo la exposicion a un ambiente novedoso 0 a una situacion estresante (Spruijt

et al., 1992; Smolinsky et al., 2009).

Un campo abierto puede ser tanto un entorno nuevo (no explorado, no conocido) como
adverso (de peligro potencial para el animal. Por ende, la introduccién del animal en un
entorno con estas caracteristicas puede incrementar su comportamiento de aseo. Este
incremento es mas marcado en animales con mayor predisposiciéon al estrés y ansiedad
(Smolinsky et al, 2009). Ademads, el aseo puede verse alterado y/o aumentado en modelos
animales de depresion (Kompagne et al., 2008). Sin embargo, el vinculo del comportamiento
de aseo con la depresién es menos directo, apuntando la mayoria de los estudios a su relacién

con el estrés y ansiedad (Smolinsky ef al., 2009).

La administracién de compuestos ansiogénicos puede incrementar tanto el tiempo

invertido en aseo como el porcentaje de transiciones incorrectas. Las drogas ansioliticas, como

83



el diazepam, tienen el efecto contrario (Barros et al, 1994; Audet et al, 2006). Las
transiciones incorrectas son un indicativo de cémo el estrés puede afectar la ejecuciéon continua
del aseo. Cuando el aseo es realizado de forma “relajada” se suele completar sin errores ni
interrupciones el patrén de aseo cefalocaudal. Las transiciones incorrectas son consecuencia

(parcialmente) del estrés, miedo y ansiedad (Smolinsky et al., 2009).

Las condiciones que llevan a la sobreexcitacién o agitaciéon del animal, como la novedad y
agentes estresores, parecen activar tanto el comportamiento de aseo como el sistema
hipotaldmo-pituitario-adrenal (Spruijt et al, 1992), lo que conlleva a la liberacién de la
hormonona adrenocorticotréfica (ACTH). Esta hormona ejerce su efecto en la corteza
suprarrenal, donde se secretan los glucocorticoides (cortisol y corticosterona) involucrados en
la respuesta al estrés. Ademds, la administracion intracraneal de la ACTH incrementa el tiempo
invertido en el aseo, asi como el nimero de transiciones de aseo incorrectas e interrumpidas
(Dunn et al, 1979). Conjuntamente, en este incremento del aseo producto de la accién de la
ACTH intervienen ademds los receptores opioides, la dopamina, serotonina, acetilcolina y

GABA (Spruijt et al., 1992).

En el caso de los grupos experimentales, no se encontraron diferencias en el porcentaje de
transiciones incorrectas entre los grupos CTJ y CTA, mds si los adultos invierten un menor
tiempo en la actividad de aseo que los juveniles. La actividad exploratoria surge como una
respuesta a lo novedoso. El estrés y los agentes ansiogénicos pueden disminuir dicha actividad.
Paralelamente, pueden aumentar el tiempo de aseo en el animal, como una respuesta para
reducir el estrés y la agitacion. La inhibicion en la actividad exploratoria en las ratas mds
jévenes puede responder a sus instintos de preservacion. Un aumento de la desinhibicion
producida durante la madurez en la adolescencia hasta alcanzada la adultez se traduce en un
aumento de la actividad exploratoria, relacionado con una disminucién del estrés causado por
la exposicién a un ambiente novedoso y la consecuente toma de comportamientos de riesgos

(exposiciéon al centro del campo abierto como motivo de la exploraciéon del entorno).
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Paralelamente, la disminucién del estrés aminora el tiempo usado en el aseo, tal como se

observa en el grupo adulto control.

Tanto en los juveniles como en los adultos no se observan discrepancias en el patrén
cefalocaudal del aseo. Este patrén, en roedores, estd evolutivamente conservado y comprende
una serie de movimientos complejos en un orden preciso. Diversas regiones del cerebro juegan
papeles sustanciales en el seguimiento de este patrén: neocértex (modulaciéon general), cuerpo
estriado (modulacion de la secuencia cefalocuadal), amigdala (modulacién contextual:
respuesta al estrés), hipotdlamo (regulacién endocrina), tronco cerebral (modulacién del patrén
basico de aseo), y cerebelo (coordinacién motora) (Kalueff er al, 2016). El aumento o
disminucién de las transiciones incorrectas puede llevar a un comportamiento de aseo del tipo
“flexible” o “rigido”, respectivamente. El aseo rigido, repetitivo y con un patrén constante se
puede relacionar con el comportamiento estereotipico de algunos trastornos psicéticos y
trastornos obsesivos-compulsivos. La flexibilidad del patrén de aseo y el tiempo utilizado en
dicha actividad se han asociado a diversos trastornos neuropsiquiatricos (Kalueff et al,, 2016).
Aun asi, las diferencias entre los grupos juvenil y adulto responden al estrés producto de la
exposicion al campo abierto, sin que se evidencie un sesgo en la estereotipia en alguno de los

grupos (igual porcentaje de transiciones incorrectas).

En otro orden de ideas, al comportamiento que se observa cuando un mamifero de cuatro
patas se levanta con sus extremidades traseras momentdneamente se le conoce como rear
(alzar, erigir, levantar). Este levantamiento es una respuesta a la novedad, y constituye parte de
la actividad exploratoria del animal. El levantamiento sobre las patas traseras en un campo
abierto tiene ciertas ventajas en comparacién con permanecer en el suelo. La postura erigida le
permite al animal obtener informacién visual, olfatoria y auditiva del entorno. Ademas, el

levantamiento sobre un soporte sélido otorga informaciéon somatosensitiva adicional (Lever et

al., 2006).
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Dos tipos de levantamientos pueden distinguirse: con soporte (escalamiento), y sin soporte
(actividad vertical). Las denominaciones de escalamiento y actividad vertical son utilizadas solo
para diferenciar los dos tipos de levantamientos. Estas variables pueden tener significados

distintos dependiendo del contexto y del objetivo del investigador.

El levantamiento puede ser desencadeno por la percepcion de peligro; la actitud
exploratoria estarfa ligada a escapar de la situaciéon que el animal enfrenta (Bland & Oddie,
2001). El escalamiento pudiera estar mas vinculado a la actividad de escape, mientras que la
actividad vertical al reconocimiento del entorno. De esta forma, el comportamiento
exploratorio puede reinterpretarse parcialmente como una conducta de escape y de busqueda

de una salida (Blanchard et a/, 1991).

La percepcién del peligro que obtiene el animal de su medio determina la frecuencia de
los levantamientos en el campo abierto. Gray & McNaughton (2000) explican que esta
frecuencia responde a una funcion de U inversa o de campana. La frecuencia de
levantamientos es alta cuando los niveles de ansiedad del animal son o muy altos 0 muy bajos.
La baja percepcién del peligro conlleva a levantamientos dirigidos a la exploracién general del
entorno, y la alta percepcién a la exploracion dirigida al escape. La actividad locomotora (otra
medida de la actividad exploratoria) parece correlacionarse con la frecuencia de levantamientos

en el campo abierto (Thiel et a/, 1999; Bland & Oddie, 2001).

Es de importancia mencionar el efecto de la habituacién sobre la frecuencia de los
levantamientos. Mientras mayor sea el tiempo se exposicion del animal en su entorno (horas,
dias), la frecuencia de este comportamiento disminuye (Lever et a/, 2003). Al ser esta variable
una medida de la actividad exploratoria, puede pensarse que deberia disminuir a medida que el
ambiente se hace mds familiar, lo cual estd relacionado con los procesos de aprendizaje y
memoria (Lever et al, 2006). De esta forma, tanto el escalamiento como la actividad vertical
pudiesen estar afectados en animales con déficits en la memoria espacial: menor

desaceleracion de la frecuencia de los levantamientos con el transcurso del tiempo. No
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obstante, la disminucién de los levantamientos asociada a la habituacion suele observarse en
horas e incluso dias de continua exposicién al campo abierto, ademas de estar influenciada por
las condiciones de estrés del animal y del area de pruebas en si (Lever et al, 2006). Por ello,
no debe limitarse el estudio del rearing behavior al aprendizaje y memoria espacial solamente;
el alcance y las limitaciones de esta variable conductual dependen de la metodologia y de las

condiciones de ensayo empleadas.

Los resultados obtenidos en el grupo control concuerdan en parte con la ya expuesto, al
igual que con los resultados del resto de las variables relacionadas con la actividad
exploratoria. En las ratas del grupo CTJ se observé menor escalamiento que en las del grupo
CTA. Puede decirse entonces que las ratas adultas tienen una tendencia natural a explorar su
entorno de forma mas activa. La ansiedad y la inhibicién de las ratas al inicio de la
adolescencia contribuyen a la disminucién del interés por la actividad exploratoria, interés que
va aumentando a medida que el animal madura y llega a la adultez. Aunque se aprecia mayor
actividad vertical en el grupo CTJ respecto al CTA (6.7 vs 3.8 observaciones en los 10 min de
duracién de la prueba), no puede llegarse a una conclusién concreta sobre este hecho, tanto
por la falta de diferencias significativas (p = 0.141) como por el poco tiempo de duracién de la

prueba (10 min).

Por ltimo, al estar influenciado el rearing behavior con la capacidad de memoria espacial
y la ansiedad del animal, no es de extrafiar que el hipocampo y la amigdala jueguen un papel

importante en este comportamiento (Lever ef al., 2006).

8.1.3. Prueba de interaccion social (SIT)

La SIT fue propuesta originalmente por File & Hyde (1978) como una medida de los
niveles de ansiedad en roedores. Esta prueba implicaba el aislamiento previo de los animales
por 5 dias, de forma que aumentasen su interés en la interaccion social. Esta se daba entre

ratas no conocidas (sin ningin contacto previo), lo que también incrementaba el interés del
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animal por relacionarse con su contraparte durante la prueba. Reportan un aumento de la
interacciéon social amistosa mientras menos estresantes fueran las condiciones de la prueba
(poca iluminacién, entorno familiar). Ademds, el nimero de eventos agresivos crece
considerablemente (hasta 4 y 6 veces mas) cuando se ha habituado al animal a la arena de
pruebas. La condicién menos estresante (baja luminosidad, entorno familiar) propicia mas el

comportamiento agresivo que las condiciones mas ansiogénicas.

Los resultados expuestos dan a resaltar que tanto el comportamiento amistoso como el
agresivo parecen depender negativamente de la ansiedad de los animales. ;Cémo puede
explicarse el aumento de la agresividad con el establecimiento de condiciones menos
ansiogénicas en la prueba? Primero, la familiarizacién con el entorno puede aumentar el
comportamiento territorial de los animales, comportamiento afianzado al encontrarse con un
conespecifico desconocido. Segundo, parte de la metodologia de File & Hyde implica el
aislamiento previo de la rata para incrementar la interaccién social. El aislamiento por varios
dias consecutivos puede aumentar el comportamiento agresivo en ratas (Niesink & van Ree,

1982), al mismo tiempo que incrementa el comportamiento amistoso.

La metodologia empleada en el presente estudio no incluye el aislamiento previo de los
animales, mas si implica que estos sean conespecificos sin previo contacto. Los grupos CTJ y
CTA no se diferencian ni en el nivel del comportamiento amistoso ni del agresivo. Mas aun, el
nimero promedio de eventos de interaccién agresivos es casi nulo (0.5 vs 1.1 para los grupos
CTJ y CTA, respectivamente). El no aislamiento previo a la prueba pudiera, tal vez, justificar la
poca agresividad de las ratas durante la misma. En razén de ello, se ha reportado que la
remocién secuencial de individuos, en cohortes de ratas alojadas en un mismo grupo, actia

como un potente agente estresor para el resto de las ratas de la cohorte (Kask et a/., 2001).

Hasta los momentos son pocos los reportes enfocados en la ontogenia del
comportamiento amistoso en ratas. Panksepp (1980) estudian el comportamiento de juego en

ratas desde el DPN 18 al 62. Notan un pico en el tiempo dedicado a la actividad de juego
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entre los DPN 32-40 que luego disminuye de forma gradual hasta el DPN 62. Este pico se
mantiene tanto en los animales sometidos al procedimiento de aislamiento previo a la prueba,
como en los animales mantenidos siempre en grupo antes de la realizacién de la misma.
Empero, su estudio esta delimitado al comportamiento asociado al juego, sin tomar en cuenta
el resto de los items que componen el comportamiento amistoso. Se podria concluir que si
bien las ratas de los grupos CTJ y CTA no difieren en el nivel de comportamiento amistoso
expresado, la naturaleza de las interacciones pudiese ser distinta (mayor actividad asociada al

juego en los animales juveniles, por ejemplo).

8.1.4. Prueba de nado forzado (FST)

Como se ha comentado, la FST modificada disminuye el tiempo de inmovilizacién
respecto a la versién cldsica de la prueba. En la version modificada la altura de la columna de
agua es de 30 cm, en comparaciéon con los 16 cm de la prueba cldsica. Esta modificacion
disminuye el tiempo de inmovilizacién en el animal; estos ya no pueden estabilizarse en el
fondo del cilindro con la cola. La utilidad practica de la modificacién radica mas bien en la
diseccion del comportamiento en tres categorias: nado, escalado e inmovilizacién. Estudios
farmacolégicos muestran que el comportamiento de nado estd vinculado al sistema
serotonérgico, mientras que el de escalado con el noradrenérgico. Las drogas que actdan como
inhibidores de los transportadores de serotonina (SERT, serofonin transporter) incrementan el
nado, sin afectar el escalado. Asimismo, las drogas que actian como inhibidores de los
transportadores de noradrenalina (NET, norepinephrine transporter) aumentan el escalado sin
afectar el nado (Detke & Lucki, 1996; Cryan et al, 2005). Esto permite elucidar los
mecanismos de acciéon de los agentes antidepresivos, y ademds otorga informacién indirecta
sobre cdmo un determinado tratamiento puede afectar las vias de neurotransmisién por

serotonina y noradrenalina.

Los animales del grupo CTJ muestran menor inmovilidad que los del grupo CTA, sin

embargo no se observan diferencias en el nado y en el escalado. ;A qué puede atribuirse
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entonces la menor inmovilizacién de los juveniles? Aunque ambas variables aportan a la
reduccién de la inmovilizacién en los animales, pueden operar en un mismo sentido o en
sentido contrario. Por ejemplo, un animal puede presentar un alto nado y bajo escalado, otro
niveles intermedios de ambas variables, y un tercer animal un escalado alto y un nado bajo. En
los tres casos podria cuantificarse el mismo grado de inmovilizacion, a pesar de que difieren en
las otras dos variables. A nivel estadistico, las variables de nado y escalado pueden presentar
una gran dispersion (varianza) en relacién al valor promedio, lo que disminuye la sensibilidad

de las pruebas de inferencia estadistica para detectar diferencias significativas.

Los resultados presentan ciertas similitudes con los obtenidos por Ulloa ef a/ (2012). Las
ratas prepubertas (DPN 24) presentan menor inmovilizacién que las pubertas (DPN 40). A
pesar de que no hallan diferencias entre las ratas prepubertas y pubertas con las adultas (3-5
meses de edad), existe la tendencia de una mayor inmovilizacién en las ratas adultas respecto a
las prepubertas. Hallan ademds una menor expresiéon de SERTs en el septo lateral y rafe dorsal
en las ratas pubertas, y una mayor expresion en las prepubertas. Esto pareciera ser
contradictorio, ya que los antidepresivos que acttan al nivel del sistema serotonérgico inhiben
los SERTs, aumentando asi los niveles de serotonina en la hendidura sindptica. Una posible
explicacién a este hecho es proporcionada por la hipétesis de Blakely's (Steiner et al, 2008).
Tal hipétesis sefiala que la regulacion de las protefnas transportadoras de la membrana
presindptica depende principalmente de la concentracién de serotonina en la hendidura
sinaptica. De esta forma, la mayor expresién de SERTs en los individuos prepubertos puede
reinterpretarse como una mayor concentracion de serotonina en éstos, lo que podria explicar la

menor inmovilizacion observada en la FST.

Las ratas del grupo CTJ presentaron menor inmovilidad que las del grupo CTA, sin
embargo la edad de los animales juveniles al momento de la FST (DPN 33) difiere de la edad
que Ulloa et al. consideran para el estadio puberal (DPN 40). Otro dato interesante del citado
estudio es el incremento de la actividad locomotora en la OFT desde el estadio prepuberal al

adulto joven: mds del doble de ambulacién de los adultos respecto a los animales
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prepuberales. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente estudio. Asimismo,
queda descartado el efecto de la actividad locomotora sobre la actividad en la FST: la
locomocién observada en la OFT no necesariamente tiene que coincidir con los niveles de

inmovilizacién en la FST.

8.2. Disminucion del peso de las crias

El tratamiento con ketamina causé la disminucién del peso de las crias al poco tiempo del
nacimiento, en el DPN 3. En contraste, se ha reportado que la administracién sub-crénica de
PCP (5 mg/kg) en ratas durante los dias embrionarios 6 a 18 causa la reduccién del peso de las
crias al nacer, en conjunto con varios déficits neurobiolégicos (Lu et al, 2011). Asimismo, el
consumo de ketamina en mujeres embarazadas se ha asociado a una disminucién del peso de
los hijos al momento del nacimiento, con el posterior desarrollo de hipotonia y disfuncién

cerebral moderada (Su et a/,, 2010).

El peso en las crias sometidas al tratamiento prenatal con ketamina fue un 22.5% menor
que el peso de las crias del grupo control, en el DPN 21. Una dosis aguda de ketamina podria
no originar las mismas consecuencias, sobre el desarrollo del feto, que la administracién sub-
crénica del compuesto. La administracion crénica comprende un mayor tiempo de exposicion
a la droga durante el desarrollo, y consecuentemente los efectos del tratamiento podrian ser
mds marcados. Esto explicarfa por qué la dosis anestésica, aplicada una Unica vez, no afecta el

peso de las crias al momento del nacimiento.

Zhao et al. (2014) si reportan una reduccién del peso de las crias en el estadio puberal
(DPN 28) de un 26.7%. La reduccién del peso podria ser causa de alteraciones en la fisiologia
de los animales, mediadas por el efecto de la ketamina en el neurodesarrollo y en el sistema
nervioso central. La hiperlocomocién y agitacion, asi como elevados niveles de noradrenalina,
pudiesen aumentar la demanda metabdlica del animal y producir la reduccién del peso

observada en las crias.
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8.3. Efecto del tratamiento con ketamina sobre el comportamiento

8.3.1. Neurotransmision

Esta primera subseccién no se centrard en explicar los cambios en el comportamiento de
los animales sometidos a la ketamina, sino mas bien en dar a entender como pueden estar
afectadas las vias de neurotransmisién en estos animales. Aunque no se hayan medido
directamente los niveles de neurotransmisores en el cerebro, las variables conductuales pueden

ofrecer informacién indirecta sobre qué podria estar siendo afectado.

La actividad hiperdopaminérgica subcortical se ha asociado fuertemente con la
esquizofrenia, tomando como base el mecanismo de acciéon de las drogas antipsicéticas
(acttian principalmente como antagonistas de receptores de dopamina). La hiperlocomocién es
producto también de la actividad hipoglutamatérgica cortical. Por ello, tanto el glutamato
como la dopamina juegan roles importantes en la patologia del trastorno. La hiperactividad
locomotora se ha asociado a ciertos componentes de los sintomas positivos de la
esquizofrenia, como la agitacién psicética (van den Buuse, 2010). La exposicién al estrés
puede aumentar la actividad dopaminérgica subcortical, produciendo la hiperlocomocién
asociada a los sintomas positivos en los modelos animales de esquizofrenia (Lipska &
Weinberger, 2000; Geyer & Moghaddam, 2002). La administracion de agonistas
dopaminergicos (anfetaminas, cocaina) o de antagonistas de receptores NMDA (ketamina,
PCP, MK-801) produce el mismo patrén de hiperlocomocién en ratas (Cohen ef al, 1962;
Krystal ef al, 1994, van den Buuse, 2010). Tanto el estrés como la administracién de estas

sustancias exacerban los sintomas en los pacientes esquizofrénicos.

Es notable la correlacion positiva entre la actividad locomotora y el escalado en los grupos
KTJ, CTA y KTA. Igualmente, la actividad locomotora se corresponde positivamente con el
escalamiento en todos los grupos, y negativamente con la actividad vertical solo en el grupo

CTA. Como ya se menciond, el comportamiento de escalado y de nado en la FST son
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indicativos indirectos de la actividad noradrenérgica y serotonérgica. En los animales del grupo
KTJ se observé tanto un incremento de la actividad locomotora como del comportamiento de
escalado respecto al grupo CTJ. Este aumento de la actividad locomotora puede asociarse a la
hiperfuncién dopaminérgica subcortical observada en la esquizofrenia. Asimismo, el aumento
de la actividad de escalado en los individuos juveniles sometidos al tratamiento con ketamina
parece sugerir una posible hiperactividad noradrenérgica, asociada ademas (por la correlaciéon
planteada entre la actividad locomotora y el escalado) con el aumento de la locomocién
motivo de la alteracién de la neurotransmision por dopamina. La correlacién también es
significativa en los grupos CTA y KTA, con la sola diferencia de que el grupo KTJ es el que
muestra el mayor nivel de escalado en la FST. Entonces, ;el incremento de la neurotransmisién
dopaminérgica puede ir de la mano con un posible aumento de la neurotransmisién

noradrenérgica?

La neurotransmisiéon noradrenérgica se ve igualmente afecta en la esquizofrenia. Los
neurolépticos utilizados para el tratamiento de la esquizofrenia bloquean los receptores a,
adrenérgicos, al igual que los receptores D, dopaminérgicos. Ademds, se ha reportado un
incremento de estos receptores en pacientes esquizofrénicos, en conjunto con los niveles de
noradrenalina y dopamina en el cerebro. Conjuntamente, agonistas dopaminérgicos indirectos
(p.e., D-anfetamina, metilfenidato) producen cuadros psicticos mas fuertes que agonistas
dopaminérgicos directos (p.e., apomorfina y bromocriptina). Estos agonistas indirectos tienen
un mayor efecto sobre los niveles de noradrenalina en el cerebro que sobre los niveles de
dopamina (van Kammen & Kelley, 1991). En base a esto, se ha planteado el uso de farmacos
que actlen sobre el sistema noradrenérgico como alternativa al tratamiento de los trastornos
psicoticos. Estudios preclinicos muestran que la administracién de inhibidores de los NETs (p.e.
reboxetina) en conjunto con antagonistas a, adrenérgicos (p.e. mirtazapina, RX-821002),
aumentan los niveles de dopamina en la corteza prefrontal por la excitaciéon producida por las
aferencias noradrenérgicas del locus cerdleo, sin incrementar la actividad dopaminérgica

mesolimbica (Masana et al,, 2011; Hensler et a/, 2013).
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La actividad serotonérgica pudiese igualmente estar afectada en los animales sometidos al
tratamiento con ketamina. En estos animales se observé una disminucién del comportamiento
de nado en el estado juvenil que, a diferencia del escalado, no se estabiliza cudndo estos llegan
al estadio adulto. Esto pudiese sefalar una disminuciéon de la neurotransmision serotonérgica
producto del tratamiento prenatal agudo con ketamina. Los estudios preclinicos en roedores
muestran que los antipsicéticos de segunda generaciéon, como la clozapina, olanzapina,
risperidona, entre otros, actdan como agonistas de receptores serotonérgicos 5-HT,,. La
activacién cortical de estos receptores es necesaria para el aumento de la actividad
dopaminérgica en la via mesocortical, lo cual mejora parcialmente la cognicién y memoria
verbal en pacientes esquizofrénicos (Hensler et a/, 2013). Sin embargo, debe considerarse
también que los antagonistas parciales de los receptores 5-HT,, mejoran parte del cuadro
clinico de la esquizofrenia. Mas alld, el papel de la neurotransmisién serotonérgica en el
trastorno esquizofrénico no es del todo claro hasta lo momentos, en parte debido al limitado
numero de estudios relacionados con las alteraciones de la neurotransmisién por serotonina en

la esquizofrenia (Selvaraj et al., 2014).

Por otro lado, la relacién entre los levantamientos y la actividad locomotora ha sido
reportada por Thiel ef al (1999). En ratas con alta y baja disposicién a levantarse sobre sus
patas traseras (rear) en la OFT, la actividad locomotora se correlaciona positivamente con la
frecuencia de levantamientos en las ratas con alta predisposicién a este comportamiento. Las
ratas con mayor predisposicion al levantamiento presentaron ademas niveles mas altos de
dopamina en el cuerpo estriado ventral, en conjunto con niveles mdas bajos de serotonina en la

corteza prefrontal medial.

Por dltimo, la actividad locomotora en la OFT se correlaciona positivamente con la
agresividad en la prueba de interaccién social en los grupos CTA, KTJ y CTA, siendo esta
correlacion mas fuerte con estos dos ultimos grupos. Durante la prueba de interaccién social,
los niveles de ACTH en el plasma de los animales se incrementan, independientemente de las

condiciones de prueba. Este efecto es mds acentuado mientras mayor sea el estado de estrés y
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ansiedad del animal (File, 1988). La hiperlocomocién en la OFT puede igualmente ser
desencadena por el estrés a lo novedoso, o por la exposicién a farmacos que incrementen la
actividad dopaminérgica subcortical. En funcién de lo expuesto, tanto la agresividad como la
actividad locomotora en los grupos expuestos a la ketamina pudiesen ser una respuesta al

estrés asociado a las pruebas de campo abierto e interaccién social.

8.3.2. Prueba de alternacién espontanea (SAT)

Las facultades cognitivas suelen encontrarse deterioradas en algunos pacientes
esquizofrénicos, mientras que el tratamiento farmacolégico no suele mostrar mucha eficacia en
contrarrestar los sintomas cognitivos. Una disminucién del porcentaje de alternacion en el
laberinto en T respecto al control se ha observado en ratas adultas sometidas a la
administraciéon perinatal de PCP (Mouri et al, 2007), en conjunto con el incremento de la
actividad locomotora y otros cambios del comportamiento normal. Estd bien documentado, en
distintos modelos animales, las diferentes alteraciones en las tareas cognitivas ligadas al

trastorno esquizofrénico (Jones et al,, 2011).

Los animales del grupo KTA mostraran menor desempefio en la SAT que los del grupo
CTA. Muestran a su vez el mismo nivel de alternancia que los individuos juveniles, sometidos
o no al tratamiento con ketamina. Un dato que salta a la vista es el mejor desempefio de las
ratas del grupo KTJ en comparacién con las ratas del grupo CTJ. Al momento de la prueba
(DPN 28) las ratas no deberian mostrar una alternancia significativamente superior al 50%,
debido a la poca maduracién de las dreas corticales y subcorticales del cerebro al inicio del
periodo puberal. Los eventos que pudiesen alterar el normal desarrollo del cerebro tendrian un
efecto en el desempefio en las pruebas de memoria espacial. El tratamiento en ratas durante
los DPN 23-29 con hidroxicina (50 mg/kg), un farmaco del grupo de las difenilpiperazinas que
actia como agente ansiolitico y analgésico, mejora el desempefio de los animales en la SAT
una vez que éstos han llegados a la adultez (DPN 77) (Isseroff, 1980). Ratas sometidas a la

apertura temprana del parpado (en el DPN 8) mostraron un alto desempefo en la prueba de
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alternacién en el laberinto en Y respecto al control desde el DPN 17 al DPN 26 (Dumas,
2004). Adicionalmente, la apertura temprana del parpado suscité la rapida remodelacién de las
aferencias hacia el giro dentado y region CA1 del hipocampo, lo que apunta a una mayor

maduracién de las sinapsis en esta region.

La mayor alternaciéon del grupo KTJ respecto al CTJ puede, tal vez, ser producto de una
maduracién temprana de las dreas corticales y subcorticales del cerebro, como la corteza
prefrontal, l6bulo temporal e hipocampo. Tal proceso de maduracién iniciarfa anticipadamente
y se detendria o alteraria durante la adolescencia del animal, produciendo el deterioro

cognitivo asociado a la esquizofrenia en la adultez.

El desempefio cognitivo en los humanos y otros primates responde a una funcién de U
inversa con los niveles de dopamina en la corteza prefrontal, de forma que existe un intervalo
de actividad dopaminérgica cortical éptimo para la normal ejecucién de las tareas cognitivas
(Williams & Castner, 2006). En los animales de los grupos CTA y KTJ la actividad locomotora
en la OFT se correlaciona positivamente con el desempefio en la prueba de alternaciéon
espontdnea. Podria sugerirse que el aumento de la actividad dopaminérgica observada en el
grupo juvenil expuesto a la ketamina pudiese relacionarse con el incremento de su desempefio
en el laberinto. Ademads, la correlaciéon negativa hallada con el grupo KTA podria indicar que
la misma actividad dopaminérgica en el estadio adulto es perjudicial para el normal
desempefio en el laberinto en T, siendo esto parte de las causas que llevan al déficit de

memoria espacial observado.

Otro punto de interés es el mayor nivel de ansiedad apreciado en los animales del grupo
KTA, medida a través del nimero de piezas fecales. Como ya se menciond, la ansiedad y el
estrés pueden afectar el desempefio en la SAT. La menor aptitud del grupo KTA en esta
prueba puede deberse a una combinacion del estrés producto de la misma en sinergia con el
déficit cognitivo en estos animales. La alternacién espontdnea parece reducirse también con la

administracion de antagonistas de receptores NMDA (con la subsecuente disminucién de la
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actividad dopaminérgica cortical), y el aumento de la liberacion de adrenalina en el
hipocampo. Las drogas que acttan estimulando la liberacién de dopamina (p.e. D-anfetamina)
0 como antagonistas de receptores dopaminérgicos (p.e. apomorfina y quinpirol) disminuyen la
alternacién espontanea en el laberinto en T, indicando que un nivel 6ptimo de
neurotransmision por dopamina es necesario para el normal desempefo de los animales en la

prueba de alternacién (Lalonde, 2002).

Estos resultados contradicen en parte a los obtenidos por Zhao et al (2014), los cudles si
observan un déficit apreciable en la memoria y aprendizaje (evaluados en la piscina de agua de
Morris) en los animales en la SPN 4. El tratamiento utilizado consta de la administracién
prenatal de ketamina en el dia gestacional 14 a manera de anestesia por 2 h (el tiempo de
anestesia en el presente estudio fue de 3 h). Como hipdtesis alternativa el mayor desempefo
de los animales del grupo KTJ en la SAT pudo deberse a la desinhibiciéon de la actividad
exploratoria general en estos animales, en vez de a una maduracién temprana del cerebro con

el consecuente aumento de las aptitudes cognitivas.

8.3.3. Prueba de campo abierto (OFT)

Como ya se ha mencionado, la actividad en el campo abierto es una medida tanto de la
actividad exploratoria como de la respuesta del animal ante la novedad. El grupo KTJ mostré
un incremento de la actividad locomotora en la OFT, respecto al CTJ. La hiperactividad en el
campo abierto es también una respuesta al estrés, traducida en un aumento de la actividad
dopaminérgica subcortical. Este comportamiento se ha asociado con los sintomas positivos de
la esquizofrenia en modelos animales (van den Buuse, 2010). Luego, la actividad locomotora
parece estabilizarse en el estadio adulto (no hay diferencias entre el control adulto y el control
expuesto a la ketamina). Una explicacion puede ser que la aparicion de los primeros sintomas
psicéticos suele ocurrir durante el estadio prodromatico del trastorno. Posteriormente (salvo en
el tipo paranoide de esquizofrenia), los sintomas positivos pasan a un segundo plano, y

empieza a manifestarse y desmejorar la sintomatologia negativa y cognitiva.
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La actividad en la regién central es una medida de como el estado de ansiedad del animal
puede afectar la actividad exploratoria. Si bien no se encontraron diferencias entre el grupo
KTJ y CTJ, el valor cercano al punto critico (p = 0.056) puede sefialar una tendencia del grupo
KTJ a pasar mas tiempo en el centro del campo abierto. Los individuos juveniles expuestos al
tratamiento con ketamina muestran entonces una sobreexcitacion en el campo abierto,
traducido tanto en el incremento de la actividad locomotora como en la toma de decisiones de
riesgo (exposicioén al centro). Estos individuos, una vez llegados a la adultez, muestran un
comportamiento de “resguardo” propio de una respuesta ansiolitica ante una situaciéon de
estrés (desencadena por un ambiente novedoso), comportamiento determinado por el menor

tiempo en la regién central del campo abierto respecto al control adulto.

El aseo excesivo constituye una respuesta al estrés y a la novedad (Smolinsky et al., 2009).
El comportamiento de aseo es de utilidad también para estudiar las conductas estereotipicas en
animales (Smolinsky et al, 2009; Kalueff et al, 2016). Una forma de desencadenar el
comportamiento de aseo como producto del estrés es la atomizacion del cuerpo del animal con
agua (simplemente mojarlo). La administracién de PCP (10 mg/kg) en ratas adultas durante 15
dias consecutivos puede afectar el comportamiento de aseo. Es de recordar que la
administracion crénica de PCP puede producir sintomas asociados a la esquizofrenia en
humanos y animales (Cohen et al., 1962; Krystal et al, 1994, van den Buuse, 2010). Este
tratamiento con PCP aumenté el tiempo usado en aseo en los animales, luego de ser rociados
previamente con agua para inducir el comportamiento artificialmente (la accién de mojar a los
animales tiene un efecto ansiogénico). Asimismo, reportan un mayor nimero de transiciones
interrumpidas en el grupo expuesto a la PCP (Audet et al, 2006). Estos cambios pueden
relacionarse con el incremento de la ansiedad producida por un evento estresante, y a la

desorganizacién del comportamiento de aseo como una forma de estereotipia en los animales.

Los animales adultos expuestos a la ketamina muestran un incremento del tiempo usado
en aseo respecto al control, lo cual no se observa en el estadio juvenil. EI nimero de

transiciones incorrectas se ve incrementado tanto en los juveniles como el los adultos
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sometidos al tratamiento. A su vez, la actividad locomotora se correlaciona positivamente con
el tiempo usado en aseo en el grupo KTA. Esto pudiera ser contradictorio, ya que mientras
mayor tiempo dedique el animal a la locomocién, menos tiempo deberia invertir en detenerse
para acicalarse. Sin embargo, una alta locomocién puede traducirse también en mayores
indices de estrés que desencadenen el comportamiento de aseo. Asi, el tratamiento puede
llevar a la manifestacién de estereotipias en los animales juveniles y adultos, mientras que el
aumento del aseo como respuesta al estrés solo se presenta en este Ultimo estadio. Es de
importancia aludir que hasta los momentos el papel del comportamiento de aseo en la
esquizofrenia ha sido poco estudiado (Audet ef al, 2006; Kalueff et al, 2016), y la
interpretacion mds adecuada es que su alteracién respecto al patrén normal es producto del

estrés y de agentes ansiogénicos.

Respecto a los levantamientos, estos pueden asociarse fuertemente con la actividad
locomotora en el campo abierto. El grupo KTA mostré los niveles de escalamiento mads
elevados. El grupo KTJ mostré niveles similares al CTA, niveles mayores ademds a los del
grupo CTJ. Ademads, en todos los grupos se hallé6 una correspondencia positiva entre la
actividad locomotora y el escalamiento. Esta correlacién es reportada igualmente por Thiel et
al. (1999). Estos también hallan niveles de dopamina mads altos en el cuerpo estriado ventral,
en conjunto con niveles mds bajos de serotonina en la corteza frontal medial en las ratas con
alta predisposicion al levantamiento. En otro estudio, la administracion sub-crénica de PCP en
ratas (5 mg/kg, 2 veces al dias durante 7 dias) reduce la interaccién social, provoca déficits en
la memoria espacial, incrementa la actividad locomotora y el nimero de levantamientos
(Seillier & Giuffrida, 2009). El escalamiento y, en lineas generales, el rearing behavior

constituyen asi medidas de la hiperactividad asociada al trastorno esquizofrénico en animales.

Respecto a la activad vertical (levantamientos sin apoyo) solo en el grupo KTA se
registraron mayor nimero de observaciones que en los controles. Esto podria estar relacionado
igualmente con un aumento de la actividad como reaccién a lo novedoso (exposicién al campo

abierto). Esta variable se ha relacionado con la exploraciéon y memoria espacial (Lever et al,
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2006), pero el poco tiempo de la prueba hace inadecuado establecer un vinculo entre la

actividad vertical y la memoria.

En lineas generales, el tratamiento con ketamina produce desinhibicién, hiperactividad y
aumento de la actividad exploratoria en el estadio juvenil. Llegados los animales a adultos, se
presenta una respuesta ansiogénica ligada al estrés de la prueba, con una hiperactividad

asociada no a la actividad locomotora sino mds bien al escalamiento y actividad vertical.

8.3.4. Prueba de interaccion social (SIT)

El sintoma negativo del retraimiento social (traducido como la indiferencia o la falta de
interés del individuo en establecer contacto social con sus congéneres) constituye parte del
sintomas de la esquizofrenia, contribuyendo significativamente al empobrecimiento del
funcionamiento psicosocial (Wilson & Koenig, 2014). Diversas alteraciones durante el

neurodesarrollo pueden afectar el desenvolvimiento del individuo con sus homologos.

La lesién excitotdxica del hipocampo se ha propuesto como un modelo de esquizofrenia
de relevancia en el estudio de los sintomas positivos y negativos del trastorno (Lipska &
Weinberger, 2000; Jones et al., 2011). La lesién del hipocampo ventral y dorsolateral en ratas
en el DPN 7 produce un aumento del comportamiento agresivo, una disminucién del
comportamiento no agresivo y del tiempo total utilizado en la interaccién social en ratas
adultas (SPN 13). Ademas, el efecto de la lesion del hipocampo en la SPN 8 no produce efecto
alguno en la interaccion social (Becker et al, 1999). La lesion es eficiente entonces durante
estadios tempranos de la vida del animal, momento en el cual la maduracién del sistema

nervioso se encuentra en un periodo de alta susceptibilidad.

El aislamiento luego del destete y el aislamiento materno pueden producir igualmente
alteraciones durante el desarrollo. Asimismo, estos modelos causan estrés en etapas tempranas

del desarrollo neuronal. El aislamiento materno en ratas, en el estadio neonatal, puede producir
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un aumento de los niveles de ansiedad, aumento del comportamiento agresivo y disminucién

de la interaccién social en ratas adultas (Boccia & Pedersen, 2001).

Las alteraciones observadas en la interaccién social en la esquizofrenia tienen sus raices en
el neurodesarrollo perturbado propio del trastorno, ya sea en etapas tempranas (estadios
prenatal y neonatal) o tardias (prepuberal y puberal) del desarrollo ontogenético (Wilson &

Koenig, 2014).

Una disminucién del nimero total de eventos amistosos solo se observa en el grupo KTA
con el resto. Los grupos KTA y KTJ muestran mayor agresividad en comparacién con los
controles. Aunque no se hayan encontrado diferencias significativas, la inspecciéon grafica
muestra cierta tendencia a la mayor agresividad del grupo KTJ en comparaciéon con el CTA
(2.4 vs 1.1 eventos agresivos para los grupos KTJ y CTA, respectivamente). El retraimiento
social, como sintoma negativo del trastorno, parece manifestarse solo en los individuos adultos
sometidos al tratamiento con ketamina. La agresividad se expresa desde el estadio juvenil y
pareciese empeorar en la adultez (casi el doble de eventos agresivos respecto al juvenil). Cabe
mencionar que la agresividad no es un sintoma propio del trastorno esquizofrénico en
humanos. Episodios de agresividad pueden ser consecuencia de los delirios y alucinaciones
propios del trastorno (van Os & Kapur, 2009; Konopaske & Coyle, 2015). Empero no quiere
decir que no se haya reportado esta variable en algunos de los modelos animales de

esquizofrenia propuestos hasta el momento (Jones ef al., 2011; Wilson & Koenig, 2014).

Diversos sistemas de neurotransmisores parecen estar implicados en la mediaciéon del
comportamiento social. La administracién de agonistas GABAérgicos incrementa la interaccién
social (Wilson & Koenig, 2014). Algunos de estos agonistas, como las benzoadipinas, tienen
un efecto ansiolitico asociado. Por ende, no es de extrafar que la amigdala, una estructura
muy vinculada a la respuesta al estrés, se haya asociado con los trastornos relacionados con el
normal desenvolvimiento social. La modulacién serotonérgica y GABAérgica de la amigdala

puede aminorar los niveles de estrés y ansiedad en la SIT; un efecto contrario se observa con la
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depleciéon de serotonina en esta estructura (File, 1981). Lesiones producidas en el hipocampo,
corteza prefrontal y cerebelo causan también una disminucién de la interaccién social (Becker
et al, 1999; Wilson & Koenig, 2014). En la corteza prefrontal, la disminucién de la actividad
dopaminérgica por la inyeccion de 6-hidroxidopamina reduce significantemente el
comportamiento social en ratas, con efectos mas marcados en las ratas adolescentes que en las

adultas (Fernandez-Espejo, 2003).

El papel que juega la noradrenalina en la prueba de interaccién social es menos preciso
que el papel que desempefian la serotonina, la dopamina y el GABA. Lesiones con 6-
hidroxidopamina en el locus cerileo, una regién con proyecciones noradrenérgicas hacia el
cerebelo y el neocértex, no tiene efecto alguno sobre la interaccién social, ni en la respuesta a
la administracion de ACTH (File et a/, 1979). En contraste, altos niveles de noradrenalina se
han cuantificados en el plasma de pacientes con desorden de ansiedad social. La informacién
inconsistente sobre el efecto de los agonistas y antagonistas de receptores a-adrenérgicos y -
adrenérgicos deja poco claro el papel de la noradrenalina en la interaccion social, siendo
probable que este neurotransmisor sea responsable de la sobreexcitacion observada en los
trastornos de ansiedad social, mds que en el retraimiento social caracteristico de estos

(Marazziti et al, 2015).

En la agresion, se ha estudiado el efecto de la modulaciéon de los sistemas de
neurotransmision sobre este comportamiento. En lineas generales, bajos niveles de serotonina
se han asociado con altos niveles de impulsividad y agresividad. El mismo efecto se observa
con las manipulaciones que disminuyen la sefalizacién mediada por receptores 5-HT, en
especial via receptores 5-HT,, (Nelson & Trainor, 2007). Respecto a la noradrenalina, la
contribucion de los receptores a y B con la agresividad difiere sustancialmente. El propanolol,
un agente que bloquea los receptores B-adrenérgicos postsindpticos, disminuye la agresividad
en animales y en humanos. Los antagonistas y agonistas de receptores a,-adrenérgicos pueden
o aumentar el comportamiento agresivo o disminuirlo (Nelson & Trainor, 2007). En ratones

knockout para la dopamina B-hidroxilasa (enzima que convierte la dopamina en
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noradrenalina), se ha reportado una disminucién de la agresividad, déficits en la memoria
social, y respuesta normal al estrés y ansiedad (Marino et a/, 2005). Niveles de dopamina y
GABA 6ptimos son necesarios para la normal modulacién del comportamiento agresivo (a

manera de funcién de U inversa) (Nelson & Trainor, 2007).

Con lo ya expuesto, puede sugerirse que la agresividad apreciada en los animales
expuestos al tratamiento podria responder a las alteraciones de las distintas vias de
neurotransmision. El desarrollo de la agresividad inicial podria corresponder con el aumento de
la actividad dopaminérgica subcortical, con la disminucién de la actividad serotonérgica y con
el pico de actividad noradrenérgica observado en tal estadio. Los sintomas asociados al
retraimiento social, propios del trastorno esquizofrénico, parecen manifestarse solo en la etapa
adulta. Un aspecto de interés es que, en este trastorno, el aislamiento social suele aparecer en
la etapa prodrémica previa al desarrollo de los primeros sintomas psicéticos (Wilson & Koenig,
2014). En los animales experimentales, aunque la agresividad se presenta en el estadio juvenil
producto del tratamiento, la disminucién del interés por el contacto social solo aparece en el
estadio adulto del animal. EI tratamiento con ketamina parece afectar entonces la naturaleza de

las interacciones en el estadio juvenil, mas que el tiempo dedicado en la interaccién social.

8.3.5. Prueba de nado forzado (FST)

La depresién y anhedonia conciernen a los sintomas negativos y afectivos de la
esquizofrenia. La administracion crénica de ketamina, tanto en el estadio perinatal como en el
puberal y el adulto, puede llevar al desarrollo de sintomas negativos de la esquizofrenia El
tratamiento con sub-crénico con PCP (10 mg/kg) durantel14 dias en ratones produce una
marcada inmovilizacién en la FST, un indicativo de depresién (disminucién de la respuesta al

estrés), incluso 24 dias después de finalizado el tratamiento con PCP (Noda et a/, 2011).

Los efectos neurotoxicos de la ketamina en el estadio prenatal pudiesen tener

consecuencias mds graves que en otros estadios del desarrollo. La administracién sub-crénica

103



de PCP (5 mg/kg) durante los dias embrionarios 6 a 18, produce inmovilizacién en los
animales en la FST, entre otros cambios conductuales relacionados con la esquizofrenia.
Reportan ademds alteraciones en la neurotransmisiéon glutamatérgica y menor peso de las crias
al nacer. La anestesia con ketamina por 2 h (60 mg/kg/h) en el dia gestacional 14, puede
producir igualmente un aumento de la inmovilizaciéon en la FST en ratas en la SPN4, ademas

de otras alteraciones en el comportamiento y alteraciones a nivel celular (Zhao et al, 2014).

A diferencia del estudio de Zhao et al (2014), la inmovilizacién en la FST producto del
tratamiento con ketamina solo se observa en el estadio adulto del animal, y no en el juvenil.
Las diferencias pueden deberse tanto a la duracién del tratamiento con ketamina, como al tipo
de prueba utilizada (nado forzado clasico vs version modificada). En la version clasica, el
comportamiento de escalado puede pasar desapercibido e incluso confundirse con el nado.
Una mayor actividad de escalado es producto del aumento de la columna de agua a 30 cm.
Los animales de los grupos CTJ y KTJ no muestran diferencias en cuanto a la inmovilizacién
en la FST, mads si con el patrén de nado y escalado. El grupo KTA presenta un aumento de la
inmovilizacién respecto al CTA, aumento atribuido a la reduccién del comportamiento de nado
exclusivamente. Como ya se discutié en la subseccién 8.2.1, estos cambios podrian sugerir una
disminucién de la neurotransmisién por serotonina en las ratas sometidas al tratamiento con
ketamina, y un pico de actividad noradrenérgica solo en los juveniles expuestos al tratamiento.
Igualmente, la correlaciéon entre la actividad locomotora y la actividad de escalado pudiera
aludir a la sincronizaciéon del aumento de la actividad dopaminérgica subcortical con el

aumento de la neurotransmisién noradrenérgica, pero esto solo constituye una suposicion.

Pasando a otro plano, ¢la inmovilizacién del grupo KTA respecto al control es causa de
una hipofuncién serotonérgica? No es facil establecer este planteamiento. Primero, la actividad
de nado es solo una medida indirecta de la neurotransmisién por serotonina. Segundo, los
sintomas negativos en la esquizofrenia pueden ser modulados tanto por la accién de farmacos
antagonistas de receptores 5-HT,, como por la acciéon de agonistas de receptores 5-HT,,

(Hensler et al, 2013). Se necesitan estudios posteriores para verificar como podria estar
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afectada la neurotransmisién serotonérgica en los animales expuestos al tratamiento prenatal
con ketamina, estudios donde si se cuantifiquen los niveles de neurotransmisores directamente

o el nivel de expresion de los distintos receptores asociados a estos.

8.4. Patron de comportamiento general

Primeramente, es conveniente resumir los cambios en el comportamiento descritos en las
secciones anteriores. En la Tabla 5 se resumen las observaciones realizadas en los cuatro
grupos experimentales. En la Tabla 6 se compara el fenotipo producido en los animales con su

equivalencia clinica en humanos.

Tabla 5. Resumen de los resultados de las pruebas de comportamiento. Los signos indican el resultado
en términos relativos.

Prueba Variable CTJ KTJ CTA KTA
Alternacioén Alternacién ~50% | >50% |>>50% | =50%
espontdnea Defecacion + + + ——

Actividad locomotora + ++ +++ +++
Escalamiento + ++ ++ 4+
Campo Actividad vertical + + + +++
abierto Actividad en la regi6n central + ++ +++ ++
Tiempo invertido en aseo ++ ++ + ++
% Transiciones incorrectas + +++ + +++

Interaccion Comportamiento amistoso bt bt ot +
social Agresividad 0 + 0 +
Inmovilizacién + + ++ +++

Nado forzado Nado ++ + ++ +
Escalado ++ +++ ++ ++

El tratamiento prenatal con ketamina puede producir cambios en el comportamiento de

los animales, similares a los apreciados en pacientes esquizofrénicos. Ademads, los cambios
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muestran una relacién con la edad del animal. Los sintomas no tienen una naturaleza estatica,
sino que cambian y evolucionan con la ontogenia del individuo. Un resultado interesante del
presente estudio son las alteraciones disimiles del comportamiento entre juveniles y adultos. Si
el comportamiento normal en los estadios puberal y adulto difiere sustancialmente ; por qué no

deberia hacerlo también el comportamiento asociado al fenotipo esquizofrénico?

Tabla 6. Sintomas clinicos de la esquizofrenia y su correspondencia con los cambios en el
comportamiento de los animales sometidos al tratamiento prenatal con ketamina

Sintomas clinicos Fenotipo animal

Hiperlocomocién (juveniles) como respuesta al
estrés (novedad)

Positivos Estereotipia (aumento del porcentaje de

transiciones de aseo incorrectas)

Agitacion (mayor escalamiento)

Disminucién de la interaccidon social

Negativos :
Depresion

Déficit de memoria espacial (disminucién de

Cognitivos . .
la alternacion espontanea)

Agresividad
Ansiedad

Otros sintomas

La prueba de PERMANOVA indica que todos los grupos pueden separarse en base al
conjunto total de variables que los describen. Es decir, puede asociarse un fenotipo definido a
cada grupo en cuestion. Las variables evaluadas de forma global pueden discernir entre
juveniles y adultos, con o sin manifestaciéon de comportamientos del tipo esquizofrénico. En
contraste, el andlisis grafico por el NMDS muestra que el grupo KTJ no se separa

completamente del resto. Se pueden realizar algunas conjeturas del andlisis realizado:

a) Respecto al control, los juveniles y adultos se separan completamente en el espacio de

coordenadas. La separacion se da principalmente en la coordenada 2: un conjunto de variables
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define la delimitacién de los estadios juvenil y adulto, mientras que algunas caracteristicas (p.e.
el comportamiento social) parecen mantenerse. Ciertas particularidades se conservan poco
alteradas en los animales del grupo control, consecuencia de la poca separacién de los grupos

CTJ y CTA en el coordenada 1.

b) El grupo KTA se separa de los controles juvenil y adulto, con una leve superposicién
con estos grupos. La separacion se da principalmente en la coordenada 1. Aparte de, el
centroide del grupo KTA muestra una posicion intermedia en la coordenada 2 entre los
centroides de los grupos CTJ y CTA. Los individuos del grupo KTA parecen diferenciarse por
caracteristicas propias asociadas al fenotipo esquizofrénico (coordenada 1) y mantienen
algunas caracteristicas intermedias entre el estadio juvenil y el adulto (coordenada 2). Por
ejemplo, podrian tener un nivel de actividad exploratoria mayor a los del grupo CTJ, pero
menor al del grupo CTA. Esto pudiera apuntar a una maduraciéon incompleta del fenotipo
asociado al estadio adulto en los animales del grupo KTA, siendo causa ademds de los
diferentes déficits de comportamiento descritos. En humanos, esto puede traducirse en una

maduracién incompleta de la personalidad adulta en el paciente.

¢) El grupo KTJ se superpone marcadamente con todos los grupos. Esto parece
contradecir al andlisis de la prueba de PERMANOVA. Se haran algunas figuraciones del
porqué de los resultados obtenidos. Primero, la superposicion observada entre los grupos KTA
y KTJ con los controles puede responder a la alta variabilidad propia de las pruebas de
comportamiento en animales. No es de extrafiar que la manifestacién del comportamiento, un
fenébmeno neurobiolégico complejo y altamente susceptible a un numero cuantioso de
variables, presente una mayor varianza que pardmetros fisiolégicos del organismo o que
medidas morfolégicas, por colocar un ejemplo. Segundo, los sintomas pueden presentarse de
forma desincronizada en el estadio juvenil del animal. Inclusive, podria pensarse que en
algunos animales pudieron manifestarse solo en etapas ulteriores. Por ltimo, la superposicién
apreciada podria sefialar que el grupo KTJ constituye una combinaciéon de los tres grupos

restantes: mantiene caracteristicas normales propias del estadio juvenil (CTJ), caracteristicas
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propias de un desarrollo temprano y acelerado que llevan a un fenotipo similar al del individuo

adulto (CTA), y caracteristicas relacionas con el trastorno esquizofrénico en si (KTA).

d) El drea que abarcan los poligonos de los grupos KTJ y KTA es ligeramente mayor a los
poligonos de los controles. La variabilidad en la manifestacién de los sintomas puede
contribuir a “extender” el patréon de comportamiento asociado al fenotipo esquizofrénico, con

el consecuente aumento del tamafo de los poligonos.

e) La superposicion observada y el grado de separacién no tan marcado, entre los grupos
sometidos al tratamiento y el control, hace hincapié en la sutileza de los cambios del
comportamiento observados para discernir entre los grupos: es necesaria la recopilacién de
toda la informacién posible para dar con un posible patrén conductual asociado a la

esquizofrenia y otros trastornos psicéticos.

En base a lo expuesto, puede asegurarse que el tratamiento prenatal con ketamina puede
generar un fenotipo del tipo esquizofrénico en los animales, una vez llegados estos al estadio
adulto. En el estadio juvenil, las alteraciones del comportamiento pudiesen estar menos
direccionadas a la convergencia de un fenotipo especifico, y consecuentemente el patrén
conductual generado en este estadio se solaparia o incluso confundiria con el patrén de otros
trastornos neuropsiquidtricos. En relacion a esta idea, los sintomas psicéticos en la nifiez se han
usado como un fenotipo subclinico de la esquizofrenia, y como dianas en la intervencién
preventiva destinada a aminorar la sintomatologfa del trastorno. No obstante, no son del todo
especificos para el diagnéstico de la esquizofrenia en la adultez, y constituirian mds bien un
indicativo de los problemas futuros del individuo en lo que respecta a su salud mental (Fisher
et al, 2013). A pesar de esto, los sintomas prodrémicos siguen siendo una Util herramienta
para el diagnéstico temprano del trastorno: el 22% de los pacientes con un alto riesgo de
desarrollar esquizofrenia desarrollan sintomas psicéticos marcados en el primer afio posterior al
diagnéstico, y un 36% en los tres anos subsiguientes al mismo (Fusar-Poli et al, 2012)

Entonces, un andlisis completo de la conducta del individuo es necesario para aumentar la
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precision del criterio utilizado para el diagnéstico de la esquizofrenia y de otros trastornos

psicoticos relacionados.

8.5. Efecto del tratamiento con ketamina en la formacién del hipocampo

8.5.1. Mecanismo de la neurotoxicidad de la ketamina

Si bien los efectos de la ketamina sobre el neurodesarrollo se exponen ampliamente en la
seccidon 5.6, se presenta una breve descripcién del mecanismo neurotéxico de la ketamina
durante el desarrollo. La mayoria de los estudios clinicos enfocados en los efectos a nivel
celular y molecular de la administracién prenatal de ketamina se orientan en su uso como
agente anestésico, y no como droga recreacional. Sin embargo, las dosis utilizadas en ambos
casos son similares. La administracién de antagonistas de receptores NMDA, tipo ketamina,
resulta en un incremento en la expresion de estos receptores a manera de efecto
compensatorio, lo que lleva a una sobre estimulaciéon del sistema glutamatérgico por los
niveles de glutamato enddgenos. Esto produce un exceso de influjo de Ca* al interior de las
neuronas, lo que lleva a la produccién de radicales libres, especialmente superéxidos,

perjudiciales para la integridad celular (Shi ez a/, 2010).

La disrupcion del neurodesarrollo por la ketamina lleva a la sobreexpresién de algunos
genes de las subunidades de los receptores NMDA, incluyendo el gen Grin/ (NR1), GrinZa
(NR2A) y GrinZc (NR2C). De esta forma la ketamina causa la sobreexpresiéon compensatoria
de los receptores NMDA, lo que lleva a la sobre estimulacién del sistema glutamatérgico, con

la consiguiente apoptosis de las neuronas en desarrollo (Shi et a/, 2010).

8.5.2. Hipocampo: estructura y funciéon

El hipocampo es una estructura ubicada en la region ventromedial del 16bulo temporal que

ocupa menos del 1% del volumen total del cerebro. Limita con la parte anterior de la
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amigdala, esta cubierto a nivel medio por el giro parahipocampal, y se extiende posteriormente
al nucleo pulvinar del talamo. Perpendicular el eje anterior-posterior, el hipocampo puede
dividirse en cuatro subregiones: los sectores CA1-4 (cornu ammonis sectores 1-4) y el giro

dentado (Heckers & Konradi, 2010).

El hipocampo juega un papel importante en el procesamiento de la informacién. La
informacién sensorial es retransmitida desde las regiones corticales sensoriales primarias hacia
las regiones corticales multimodales de la corteza prefrontal, parietal, lateral y temporal. Estas
areas corticales proyectan a la corteza entorrinal, una regién del giro parahipocampal. La
corteza entorrinal envia la informacién multimodal sensorial al hipocampo por dos vias de
entrada (Fig. 26): la ruta directa (proyeccién directa a los sectores CA1 y CA3), y la ruta
indirecta (giro dentado - CA3 -> CAl) (Witter et al, 2000). Luego de procesar la
informacién sensorial, el hipocampo envia la informacién de vuelta a la corteza sensorial a

través del subiculo.

Giro
dentado
<
¢ l Corteza [€—
& entorrinal —>
nY
CA3 P CA1l

L

| Subiculo >

Figura 26. Conectividad dentro del hipocampo. La conectividad esta caracterizada por la via directa
excitatoria desde la corteza entorrinal hasta el giro dentado y de alli a las regiones CA3 y CA1. Esta via
es llamada ruta trisindptica (flechas azules). Adicionalmente, la corteza entorrinal proyecta a las regiones

CA3 y CA1 directa e independientemente. La region CA3 tiene una rica red colateral recurrente que
conecta fuertemente las neuronas piramidales de la region CA3 unas con otras, y se cree que participan

en las funciones asociadas a la memoria en el hipocampo. Tomada de Tamminga et a/. (2010).
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Tanto las rutas directa e indirecta convergen en neuronas piramidales del sector CAl.
Estas neuronas integran la nueva informaciéon sensorial (que llega desde la ruta directa) con la
informacién sensorial previamente experimentada (recuperada desde las regiones corticales por
la via indirecta). Si las dos sefales coinciden, la regién CAl manda una sefal de
“correspondencia” (match signal) a la corteza cerebral, a las estructuras limbicas y al tronco
cerebral. La deteccién de la novedad estd seguida por la evaluacién de la relevancia de la
nueva informacién sensorial, a través de un circuito neuronal que incluye el hipocampo, el drea

tegmental ventral, y el nlcleo accumbens (Lisman & Grace, 2005).

A nivel celular, en el hipocampo humano existen aproximadamente 10 millones de
neuronas. La gran mayoria son neuronas largas, con forma de pirdmide y principalmente
glutamatérgicas (llamadas neuronas piramidales, por su forma), y el otro 10% lo constituyen
interneuronas GABAérgicas mds pequefas, no piramidales (Olbrich & Braak, 1985). Las

sinapsis excitatorias en el hipocampo son producto de la actividad de las neuronas piramidales.

8.5.3. Alteracion de la funcionalidad del hipocampo

El papel del hipocampo en la esquizofrenia se hace notar con el modelo de la lesion del
hipocampo ventral en neonatos, el cual ha podido producir muchos de los sintomas asociados
al trastorno: aumento de la actividad locomotora como respuesta al estrés, a la administracién
de anfetamina y de antagonistas de receptores NMDA; comportamiento estereotipado
producido por la morfina; discapacidad sensomotora en la PPI; retraimiento social y

agresividad; y déficits en la memoria espacial (Jones et al., 2011).

El tratamiento con ketamina no produjo un cambio en la densidad neuronal en las
regiones CA1 y CA3 del hipocampo. No obstante, la region CA3 vio disminuida el grosor de
la capa de células piramidales. Esto sugiere que esta regién pudiese ser mds susceptible al

tratamiento con ketamina que la region CA1l. Ademds, a nivel morfocelular los cambios se
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traducen en una disminucién del ndmero de neuronas en la capa que no reflejan una

disminucion de la densidad celular en la misma.

En pacientes esquizofrénicos, se ha reportado una reducciéon de la densidad celular y
nimero total de neuronas en las regiones CA1/CA2, CA3 y CA4 del hipocampo (Falkail &
Bogerts, 1986). Asimismo, reportan una disminucién del volumen total del hipocampo. El
tratamiento prenatal en ratas con ketamina utilizado por Zhao et al. (2014), correspondiente a
la administraciéon de ketamina como anestesia por 2 h, produce una disminucién de la
densidad celular en la regiéon CA3 del hipocampo, més no en la region CAT1, disminucién
vislumbrada tanto en el DPN O como en el DPN 30. El mismo tratamiento lleva a una
reduccion de la densidad celular en las ldminas II-lll de la corteza prefrontal (Zhao et al,
2016). Esto puede apuntar que las alteraciones en el hipocampo (producto de la intervencién
farmacoldgica con antagonistas de receptores NMDA) se producen durante etapas tempranas
del neurodesarrollo, para manifestarse posteriormente en los sintomas asociados a la

esquizofrenia.

Es légico pensar que una disminucién del ndmero total de neuronas, sin un aumento
aparente de la densidad, puede llevar a una reduccién del volumen del hipocampo. Se ha
reportado una disminucién de este volumen en pacientes esquizofrénicos, en comparaciéon con
sujetos sanos. Esta reduccion es un hecho robusto, apoyado por estudios de neuroimagen y

confirmado por varios meta-andlisis (Steen et a/., 2006).

Algunos estudios sugieren que la reduccion de neuronas en el hipocampo no es tan
marcada ni constituye un factor fundamental para la manifestaciéon de los sintomas de la
esquizofrenia, en comparacién con otras enfermedades como el Alzheimer y la epilepsia
(Heckers & Konradi, 2010). Las alteraciones del hipocampo pueden responder tanto a la
disminucién del nimero total de neuronas piramidales como a la pérdida de la conectividad
sindptica entre neuronas, y a cambios en la expresién de receptores de membrana (y de sus

consecuencias sobre los patrones de excitacion e inhibicién en el hipocampo).
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Las alteraciones del hipocampo en la esquizofrenia no llamaron la atencién de los
investigadores hasta llegados los afos 1990. Algunas de las hipdtesis planteadas sobre la

relacién del hipocampo con la esquizofrenia comprenden (Heckers & Konradi, 2010):

a) Las alteraciones del hipocampo son la causa principal de la psicosis.

b) Las alteraciones del hipocampo llevan al desarrollo de los déficits cognitivos en la
esquizofrenia.

¢) La desconexién del hipocampo de las asociaciones multimodales corticales lleva al
desarrollo de la esquizofrenia.

d) La disfuncién de la neurotransmisiéon glutamatérgica (principalmente via receptores
NMDA) en el hipocampo lleva al desarrollo de los sintomas psicéticos de la esquizofrenia.

e) Una insuficiente inhibicién por las interneuronas GABAérgicas a las neuronas del

hipocampo lleva al desarrollo de la esquizofrenia.

En relacién a estas dos dltimas hipétesis, Tamminga ef al. (2010) proponen una posible
explicaciéon. Pero primero, se definirdn dos procesos de suma importancia para el correcto
funcionamiento de las funciones cognitivas, procesos concernientes al hipocampo (Leutgeb &

Leutgeb, 2007):

a) Terminacién de patrones (PC, patter completion): habilidad para recuperar un recuerdo
a partir de una pista sensorial parcial o degradada.
b) Separacion de patrones (PS, patter separation): habilidad de diferenciar un recuerdo o

experiencia de otros recuerdos previamente almacenados.

La hipdtesis propuesta por Tamminga ef a/. comprende una reduccién de la excitacion
glutamatérgica de la region CA3 por las proyecciones que parten del giro dentado, generando
los siguientes dos inconvenientes (Fig. 27): 1) un cambio en los procesos de plasticidad
homeostatica en la regién CA3, acompafado de un incremento de la actividad en esta region

por la falta de estimulacién proveniente de las aferencias glutamatérgicas del giro dentado.

113



Esto lleva al incremento de las funciones relacionadas con la PC en la regién CA3. 2) la
pérdida de las funciones nemotécnicas en el giro dentado, funciones relacionas con la PS, un
cambio que puede llevar al aumento de la prevalencia de falsos recuerdos, lo que reduce la
discriminacién entre las experiencias presentes y pasadas en la memoria. Como resultado, se
incrementa la evocacién de recuerdos (incremento de la PC) previamente almacenados,
producto de la sobreactivdad de la region CA3. Seguidamente, estos recuerdos son
interpretados de forma aberrada por un proceso de PS alterado. En consecuencia, se producen
“errores” cognitivos que llevan a la interpretacion ilusoria y psicética de la realidad, resultando
ademas en las alteraciones en la memoria declarativa propias de los sintomas cognitivos de la
esquizofrenia. Se propone que una hipofuncién glutamatérgica en el l16bulo temporal medial

puede explicar la disminucién de la actividad excitatoria del giro dentado.

DG: giro dentado
Sub: subiculo

Psicosis

%

Corteza
entorrinal

Potenciacion a largo plazo
Flujo sanguineo cerebral
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Figura 27. Simplificacion del circuito del hipocampo en la esquizofrenia. La reduccién de la transmisién
glutamatérgica en el giro dentado es la causa de la reduccién de la funcién de separacién de patrones
en la esquizofrenia. Ademads, genera un incremento de la potenciacion a largo plazo en la region CA3

con un aumento de la funcién de terminacién de patrones, con la subsecuente produccién de
pensamientos psicéticos y problemas cognitivos asociados. Tomada de Tamminga et a/. (2010).
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El aumento de la actividad de la region CA3 puede explicarse por el proceso de
potenciacién a largo plazo. La excitacion de los receptores NMDA de las neuronas de la region
CA3 lleva al incremento de los niveles de CA* intracelular en las mismas, produciendo los
fendmenos de sefalizacién celular que llevan al fortalecimiento de la sinapsis. Estos eventos
incluyen el aumento de los niveles de moléculas postsinapticas como la proteincinasa Il
dependiente de calcio/calmodulina, cinasas MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), y de
otras proteinas asociadas como la PDS-95 y la SAP-102 (Citri & Malenka, 2008). En la
membrana postsindptica, los eventos de sefalizacion aumentan a su vez la densidad de
receptores AMPA y aumentan la proporcién de la relacion NR2B/NR2A de las subunidades de
los receptores NMDA (Hayashi et al, 2009). El mantenimiento de la potenciacién a largo
plazo viene acompafiado ademds del incremento del nimero de nuevas espinas dendriticas, y
de la longitud de las mismas (Peng et a/, 2009). El modelo propuesto por Tamminga et al.
predice también alteraciones en el giro dentado, como una disminucién postsindptica de la
subunidad NR1 del receptor NMDA, aumento de la receptacién de glutamato por los
astrocitos, disminucién de la probabilidad de liberacion de glutamato presindptica, y reduccién

de la densidad de las células granulares del giro dentado.

(Cémo puede producirse este efecto de potenciacién a largo plazo en la region CA3, si
precisamente disminuye la actividad excitatoria glutamatérgica proveniente del giro dentado?
Tamminga ef al, sefialan que esta disminucién de la actividad genera justamente un efecto
compensatorio sobre las neuronas piramidales de la regién CA3: el umbral de excitaciéon de las
neuronas en esta region disminuye, con la consecuente generacién de potenciales evocados
ante estimulos poco significativos. Esta reduccién del umbral fomenta ademas la excitacién via
receptores NMDA, incrementandose asi los procesos de sefalizacion que llevan al
fortalecimiento de las sinapsis (potenciacion a largo plazo). Como las neuronas de la regién
CA3 se comunican unas con otras en un circuito colateral recurrente (véase Fig 26), una
posible hipétesis del efecto de la reducciéon del nimero total de neuronas en la region CA3 en
la esquizofrenia pudiera comprender: la reduccion de las neuronas en la region CA3 disminuye

la estimulacién excitatoria en esta region a través del circuito de neuronas interconectadas en
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la misma, produciendo un efecto compensatorio, una reduccién del umbral de estimulacién y
el posterior incremento de la potenciacién a largo plazo. Ademads, esto podria estar coligado a
la reduccion de la actividad glutamatérgica del giro dentado a la region CA3. La hipdtesis de
Tamminga et al, puede apoyarse en los estudios de Li ef a/. (2015), donde se reporta un
incremento de la actividad neuronal en la regién CA3 del hipocampo, asociado al aumento de
la conectividad sindptica en esta region: incremento de la expresién de la subunidad NR2B y

aumento de la densidad de espinas dendriticas. No observan cambios en la regiéon CAL.

Otra posible hipétesis pudiera ser que la reduccion del nimero de neuronas en la regién
CA3 disminuya la actividad excitatoria hacia la regién CA1, produciendo un déficit en la
funcién de PC en el organismo: eso seria causa de los problemas cognitivos relacionados con
la recuperacién de informacioén. La hipofuncién glutamatérgica en el l16bulo temporal medial
disminuiria la actividad excitatoria del giro dentado, con el subsecuente decremento de la
funcién de PS. Esta ultima hip6tesis puede apoyarse en el estudio de Zhao et al. (2014),
quienes reportan reducciéon del nimero de espinas dendriticas, de la longitud de las espinas y
de las arborizaciones en la regién CA3. Asimismo, sefialan en el hipocampo un incremento de
la expresion de la subunidad NR2A, una reducciéon de la expresién de la NR2B, niveles
inalterados de la expresion de la NR1 del receptor NMDA, y disminucién de la neurogénesis
en el giro dentado. Estos datos sugieren una pérdida de la conectividad sindptica en esta

estructura, con las alteraciones del comportamiento y neurobiolégicas coligadas.

En conformidad con lo expuesto, se sugiere que la administraciéon prenatal de ketamina
tiene un efecto neurotéxico sobre el sistema nervioso en desarrollo. Este efecto podria ser
causa de apoptosis neuronal y de cambios en los procesos de sefializacién en varias regiones
del cerebro. Entre esos cambios, se aprecié la disminuciéon del grosor de la regién CA3 del
hipocampo dorsolateral. Si bien una disminucion del grosor de la capa (sefial de una reduccién
del ntimero total de neuronas) podria no ser suficiente motivo para el desarrollo de los
sintomas cognitivos asociados a la esquizofrenia, este hecho en conjunto con los procesos de

sefializacion que afecten la normal actividad neuronal de la region CA3 serfan una parte
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fundamental de las causas de los cambios en el comportamiento advertidos en los animales
experimentales, cambios relacionados con los sintomas positivos, negativos y cognitivos.
Aunque la naturaleza del andlisis histolégico no permite indagar sobre los cambios a nivel
molecular en el hipocampo y su relacién con la esquizofrenia, puede asegurarse que una
alteracion morfocelular en la regiéon CA3 esta asociada a los cambios conductuales propios del

trastorno esquizofrénico.

A manera de resumen, se pretende exponer una posible hip6tesis del efecto de la
administracion prenatal de ketamina, y de cémo este tratamiento puede producir las
alteraciones neurobiolégicas propias de la esquizofrenia (Fig. 28). Asi, la exposicién prenatal
prolongada a la ketamina causa el bloqueo de los receptores NMDA en el feto en desarrollo.
Esto desencadena la sobreexpresion de estos receptores a manera de efecto compensatorio, lo
cual lleva a un exceso del influjo de Ca™ con el subsecuente dafio excitotéxico y posterior
apoptosis neuronal. De esta forma, disminuye la poblacién de neuronas glutamatérgicas,
siendo esto un posible origen de la hipofuncién glutamatérgica reportada en la esquizofrenia.
Entre las regiones afectadas se encuentra el hipocampo. Una disminucién de la poblacién de
neuronas en la region CA3 sefiala la mayor vulnerabilidad de esta regién al tratamiento
prenatal con ketamina. Una posible hipofuncién glutamatérgica del 16bulo temporal medial
reduce la actividad excitatoria del giro dentado a la region CA3. Esto, en conjunto con el
aminoramiento de la actividad excitatoria autorecurrente en la regiéon CA3 (posible efecto de la
disminucién del nimero de neuronas en esta regioén) produciria un efecto compensatorio:
aumento de la densidad de receptores NMDA vy receptores AMPA. Este efecto compensatorio
disminuiria el umbral de excitacién, con el incremento de la potenciacién a largo plazo en la
region CA3. En el hipocampo, se vislumbraria una sobreactividad en esta regién, y una
hipofuncién del giro dentado. Esto traerfa un aumento de la evocacién de recuerdos, recuerdos
mal asociados a la realidad, produciendo los sintomas positivos y cognitivos asociados a la
esquizofrenia. Estos sintomas se manifestarian como un estado de desinhibiciéon en la
adolescencia, para luego generar el conjunto de sintomas positivos, negativos y cognitivos

propios del trastorno esquizofrénico en la adultez.
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Figura 28. Hipdtesis del efecto de la ketamina durante el estadio prenatal. El bloqueo de los receptores
NMDA conlleva al incremento de la densidad de estos receptores a manera de efecto compensatorio,
produciendo apoptosis neuronal en varias regiones del cerebro (entre ellas el hipocampo) y las
alteraciones del comportamiento a futuro. NMDAr: receptores NMDA, DG: giro dentado, CA3: comus
ammonis 3, LTP: long term potentiation (potenciacion a largo plazo).
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8.6. Consideraciones finales

Como se comenté al inicio del presente trabajo, no se pretende proponer un modelo
nuevo de esquizofrenia basado en la administracion prenatal de ketamina. Se pretende mds
bien dar un paso en la comprensiéon de cémo las alteraciones del neurodesarrollo pueden ser
causa de diversos trastornos psiquiatricos. Mas especificamente, de cémo el antagonismo de
receptores NMDA, en etapas tempranas del desarrollo, puede desencadenar en la génesis de la

esquizofrenia y de otros trastornos psicéticos

Ademads del enlace de la ketamina con la esquizofrenia, un objetivo secundario radica en
la seguridad de la ketamina y de compuestos relacionados como agentes anestésicos. Aunque
el uso de la ketamina en anestesia durante el embarazo prdcticamente se ha discontinuado,
sigue utilizdndose ocasionalmente en procedimientos menores en cirugia pedidtrica, y en
algunos casos de complicaciones durante el embarazo cuando no se cuenta con agentes
anestésicos mas seguros, como podria ser en el caso de paises en via de desarrollo (Craven,
2007). Mas auln, la ketamina es utilizada como droga recreacional en personas adultas,
adolescentes y (por qué no) en mujeres embarazadas. El consumo de otras drogas de mayor
popularidad, como anfetaminas y cocaina, puede ser causa del desarrollo de sintomas
psicoticos en personas sanas, con un potencial efecto neurotéxico durante el desarrollo. Por
ende, el estudio de las consecuencias del abuso de drogas y agentes psicotropicos durante el

embarazo no compete solamente a la ketamina.

Un resultado a destacar es el patron diferencial del comportamiento en funcién de la edad
del animal. Si bien muchas veces importa solamente el fenotipo final que un modelo es capaz
de producir, el estudio de la evolucién de los sintomas puede esclarecer parte de las incdgnitas
de la neurobiologia del trastorno, y llevar al desarrollo de estrategias preventivas focalizadas en
estadios previos al desarrollo de la enfermedad. Por ello, evaluar la esquizofrenia desde el
estadio juvenil a la adultez constituye un marco sélido de referencia para entender el progreso

del trastorno con el tiempo.
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La hipdtesis dopaminérgica de la esquizofrenia ha servido de base al desarrollo de los
actuales farmacos antipsicéticos. El nimero de pacientes con trastornos psiquidtricos
internados en las clinicas y hospitales ha disminuido apreciablemente gracias a la introduccién
de los antipsicéticos. Sin embargo, un porcentaje considerable de pacientes no presenta
mejoria con los farmacos disponibles. Esto ha llevado a que algunos estudios concentren sus
esfuerzos en la modulacién del sistema glutamatérgico para contrarrestar los sintomas de la
esquizofrenia. Se plantea el uso de coagonistas del receptor NMDA (D-serina), inhibidores de
los transportadores de glicina (otro coagonista), modulacién de los receptores AMPA, vy
agonistas de receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR,;). Los farmacos basados en la
modulacién del sistema glutamatérgico se encuentran todavia en estudios preclinicos. La
importancia del desarrollo de modelos animales precisos surge también como necesidad para

el desarrollo de terapias y farmacos eficaces, y con menos efectos adversos.

Por dltimo, el siguiente paso comprobado el efecto neurotdxico de la ketamina en el
estadio prenatal serfa probar el efecto de un tratamiento que combine la intervencién
farmacolégica temprana con la adversidad social postnatal. Un modelo robusto en ratas podria
ser la aplicaciéon sub-crénica de MK-801 en el estadio prenatal (durante, por ejemplo, los dias
embrionarios 14 a 21) combinada con el aislamiento materno durante 7 o14 dias continuos.
Este tratamiento mixto podria alterar toda la fase temprana del neurodesarrollo y podria, tal
vez, constituir un modelo robusto de esquizofrenia, combinacién que hasta los momentos no

ha sido probada.

120



IX. CONCLUSIONES

>

El tratamiento prenatal con ketamina, al término de la segunda semana de gestacién en
ratas, produce alteraciones neurobioldgicas en la progenie, posiblemente por su efecto
neurotoxico durante el desarrollo.

El tratamiento produce un déficit en el crecimiento de las crias, no al poco tiempo del
nacimiento (DPN 3), sino en etapas ulteriores préximas al estadio puberal (DPN 21).
Los cambios en el comportamiento pueden asociarse a un fenotipo del tipo
esquizofrénico, y difieren en los juveniles y adultos sometidos al tratamiento. Asi, los
sfntomas en los animales evolucionan con el tiempo.

Los juveniles sometidos al tratamiento muestran una desinhibicién prematura, propia
del estadio adulto. Estos, al llegar a la adultez, presentan algunos de los sintomas
propios del trastorno esquizofrénico: retraimiento social, déficits en la memoria
espacial, ansiedad, agresividad, agitacién, depresién y comportamientos estereotipados.
El tratamiento con ketamina altera el desarrollo cerebral. A nivel histolégico, se
evidencié una reduccién del grosor de la capa células que forman la regién CA3 del
hipocampo, consecuencia del posible efecto neurotéxico de la ketamina durante el

desarrollo.
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X. RECOMENDACIONES

» Una determinacién mds exacta del momento de la concepcién de las crias es necesaria
para aumentar la precision a la hora de administrar el tratamiento con ketamina.
Alguna prueba fisiolégica realizada a diario, luego de iniciado el proceso de
apareamiento, constituird una medida mas fidedigna del inicio del embarazo.

» La prueba de campo abierto puede ser influenciada por las dimensiones de la arena de
pruebas. En caso de ambientes con niveles moderados de estrés, ruido, y/o alta
iluminacién, o cuando se observe un alto grado de tigmotagtis incluso en el grupo
control, es conveniente disminuir las dimensiones del campo abierto. Una reduccién
razonable podria ser de 70 cm a 60-50 cm de cada lado de la arena de pruebas.

» La prueba de alternacién espontdnea es susceptible a la ansiedad provocada por la
manipulaciéon constante del animal. Ademds, algunos animales (en espacial los mds
jévenes) pueden cansarse luego de realizados unos 5-7 ensayos, lo que requiere un dia
de sesion adicional para finalizar con los ensayos faltantes. El laberinto en Y pudiera
constituir una alternativa al laberinto en T cuando se observen niveles de ansiedad en el
animal de significancia metodolégica. La prueba de alternancia espontdnea en el
laberinto en Y no requiere la manipulacién constante del animal, salvo para introducirlo
y retirarlo del laberinto.

» El contraste entre el nlcleo y los cuerpos de Nissl con el resto de los componentes
citoplasmadsticos depende de la concentracién del colorante y el pH de la solucién. Para
obtener un mejor contraste (empleando una concentracién de azul de metileno del
0.1%) se recomienda disminuir el pH de la solucién por debajo de 4.2 (entre 3.5y 4.0

seria adecuado).
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XII. ANEXOS

Anexo A: algoritmos usados en R

###Prueba de campo abiertof###

OFT <- function (nombre = NULL, lg = "cm", int = 0.625,

temp = "seg" , sep = "/", dec = ".",
dim = 70, cen = 0.33) {

if (sum (as.numeric (c (class (nombre), class (lg), class (temp),
class (sep), class (dec)) == "character")) != 5)

{stop ("Recuerde ingresar la informacion entre comillas")}

if (sum (as.numeric (c (class (int), class (dim),

class (cen)) == "numeric")) != 3)
{stop ("Los parametros int, dim, cen, deben ser de caracter numerico")}
if (cen <= 0 | cen > 1)

{stop ("El valor del area central, cen, debe ser mayor a cero y menor

o igual a uno")}

if (dim <= 0 | int <= 0)
{stop ("Los parametros int y dim deben ser un numero positivo")}

data <- read.csv (nombre, colClasses = "character", sep = sep, dec = dec)
mat <- sapply (data, matrix)

t <- as.numeric (matf[,11])

X <- as.numeric (matf[,2])

y <- as.numeric (matf[,3])

#Distancia total recorrida
for (i in 2:length (t)) {

"de" <- ((x[1] - x[1-1]1"2 + (y[i] - y[i-11)"2)"0.5
if (i == 2)

{"w" <- list (dc)}

else

{w [length(w)+1] <- dc}
}

dist <- sum (sapply (w, matrix))

#Estadia en la region central

lcen <- sqgrt((dim”2) *cen)

mar.l <- (dim-lcen)/2

mar.2 <- dim - mar.l

logic <- which (x > mar.l & x < mar.2 & y > mar.l & y < mar.2)
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}

central <- length (logic)

tigmo <- (length (t)-1) - central
central.t <- central*int

tigmo.t <- tigmo*int

pcy

<- central.t/tigmo.t*100

DTR <- dist #Distancia total recorrida

CEN <- central.t #Tiempo de estadia en la region central

TIG <- tigmo.t #Tigmotagsis

UNIT <- c(lg, temp) #Unidades de medida (distancia,

res

names (res) <- c("DTR", "CEN", "TIG", "UNIT")

<- list (DTR, CEN, TIG, UNIT)

return (res)

Algoritmo 1. Funcién para el cdlculo de la distancia total recorrida y tiempo en la regioén central en la

prueba de campo abierto.

Variables

De clase caracter:

a) nombre: nombre del archivo .csv guardado en el directorio de trabajo de R.

b) Ig: unidad de longitud de la data (p.e., cm, pulgada).

¢) temp: unidad de tiempo.
d) tab: separador de columnas (",", "/"...).

e) dec: separador decimal (",", ";", "."...).

De clase numérico:

Un objeto del tipo lista con los siguientes elementos:

a) int: intervalo de tiempo entre secuencias.
b) dim: longitud de los lados del campo abierto.

¢) cen: proporcién ocupada por la region central

Resultado.

a) DTR: la distancia total recorrida durante el tiempo de duracion de la prueba.
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b) CEN: tiempo de estadia total en la regién central.
¢) TIG: tiempo de estadia total en la periferia del campo abierto.

d) UNIT: unidades de medida (tiempo y longitud).

Consideraciones.

El intervalo entre fotogramas debe ser estrictamente constante para el calculo preciso del

tiempo de estadia en la region central. Por omisién, se considera un campo abierto de 70 x 70

cm, con una regién central equivalente al 33% del area del campo.
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