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Neonatal ventral hippocampal lesion (nVHL) in rats has
been widely used as a neurodevelopmental model to
mimic schizophrenia-like behaviors. Recently, we
reported that nVHLs result in dendritic retraction and
spine loss in prefrontal cortex (PFC) pyramidal neurons
and medium spiny neurons of the nucleus accumbens
(NAcc). Cerebrolysin (Cbl), a neurotrophic peptide mix-
ture, has been reported to ameliorate the synaptic and
dendritic pathology in models of aging and neurcdeve-
lopmental disorder such as Rett syndrome. This study
sought to determine whether Cbl was capable of
reducing behavioral and neuronal alterations in nVHL
rats. The behavioral analysis included locomotor activ-
ity induced by novel environment and amphetamine,
social interaction, and sensoriomotor gating. The mor-
phological evaluation included dendritic analysis by
using the Golgi-Cox procedure and stereology to
quantify the total cell humber in PFC and NAcc. Be-
havioral data show a reduction in the hyperrespon-
siveness to novel environment- and amphetamine-
induced locomotion, with an increase in the total time
spent in social interactions and in prepulse inhibition
in Cbl-treated nVHL rats. In addition, neuropathologi-
cal analysis of the limbic regions also showed amelio-
ration of dendritic retraction and spine loss in Cbl-
treated nVHL rats. Cbl treatment also ameliorated
dendritic pathology and neuronal loss in the PFC and
NAcc in nVHL rats. This study demonstrates that Cbl
promotes behavioral improvements and recovery of
dendritic neuronal damage in postpubertal nVHL rats
and suggests that Cbl may have neurotrophic effects
in this neurodevelopmental model of schizophrenia.
These findings support the possibility that Cbl has
beneficial effects in the management of schizophrenia
symptoms. © 2011 Wiley-Liss, Inc.

© 2011 Wiley-Liss, Inc.
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Rats with a bilateral neonatal ventral hippocampal
(nVH) lesion are a widely used heuristic neurodevelop-
mental animal model for studying schizophrenia and
have been reported to mimic many schizophrenia-like
behaviors (for review see Tseng et al., 2009). These rats
exhibit behavioral changes that manifest themselves
fully only after puberty (Lipska and Weinberger, 2000;
Marcotte et al., 2001), with normal behaviors at a pre-
pubertal age. Behavioral changes include locomotor
hyperresponsiveness to stress (Lipska et al., 1993; Flores
et al., 1996a; Silva-Gomez et al., 2003a; Alquicer et al.,
2008), deficits in social interaction (Sams-Dodd et al.,
1997; Flores et al., 2005b), sensorimotor gating (Le Pen
and Moreau, 2002; Le Pen et al., 2003b), spatial learn-
ing and working memory problems (Chambers et al.,
1996; Silva-Goémez et al., 2003a), and decreased atten-
tion (Le Pen et al.,, 2003a). In addition to these behav-
ioral alterations, multiple neurochemical, molecular,
and morphological changes have been reported in these
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RESUMEN

El modelo de lesion neonatal del hipocampo ventral (LNHV) en ratas ha sido
ampliamente utilizado para el estudio de algunas alteraciones conductuales
propias de la esquizofrenia. Las alteraciones moleculares y morfolégicas en la
corteza media prefrontal (CPFm) y el nicleo accumbens (Nacc) en animales
LNHV sugieren la reorganizacion en el desarrollo de estas estructuras como
consecuencia de la lesidbn neonatal. La cerebrolisina (cbl) es una mezcla de
péptidos con actividad neurotrofica y neuroprotectora, la cual induce diferenciacion

neuronal y mantiene la integridad funcional de las células nerviosas.

El objetivo de este estudio fue determinar si la cerebrolisina es capaz de reducir
las alteraciones conductuales y neuronales provocadas por el efecto de la lesion
neonatal del hipocampo ventral en ratas. El andlisis conductual se efectlo
mediante las pruebas de actividad locomotora ante ambiente novedoso e inducida
por anfetamina, la interaccion social y la prueba de inhibicion por prepulso. La
evaluacion morfoldgica consta del andlisis dendritico mediante la técnica de Golgi-
Cox y la estereologia para cuantificar el nUmero de células en la CPFm y en el
Nacc. Los datos obtenidos de las ratas LNHV tratadas con cerebrolisina en las
pruebas conductuales muestran una reduccién de la hiperactividad locomotora
ante ambiente novedoso e inducida por anfetamina, asi como un incremento en el
tiempo de interaccion social y una disminucion en la alteracion de la inhibicion por
prepulso. Ademas, los analisis neuropatolégicos de las regiones del sistema
limbico muestran una reduccion en el dafio dendritico y en pérdida de espinas
dendriticas en las ratas LNHV tratadas con cerebrolisina. La cerebrolisina
promueve una recuperacion del dafio en la longitud dendritica y la densidad des
espinas en las neuronas de la corteza media prefrontal y en el Nacc en las ratas
LNHV. v



Por otra parte, la cerebrolisina también disminuyé las alteraciones en los niveles
de tirosina hidroxilasa en el nucleo accumbens coraza en las ratas con lesion
neonatal del hipocampo ventral. Por lo que, estos resultados demuestran que la
cerebrolisina promueve una mejoria en las alteraciones conductuales y en la
recuperacion neuronal ocasionados por la lesion del hipocampo ventral en ratas a
edad postpuber y se sugiere que la cerebrolina puede tener efectos neurotroficos
en el neurodesarrollo del modelo de esquizofrenia. Estos resultados sugieren que
la cerebrolsina podria ser utilizada como una terapia alternativa en la

esquizofrenia.



Abstract

Neonatal ventral hippocampal lesion (nVHL) in rats has been widely used as a
neurodevelopmental model to mimic schizophrenia-like behaviors. Molecular and
morphological alterations in the prefrontal cortex (PFC) and nucleus accumbens
(NAcc) of nVH-lesioned animals suggest developmental reorganization of these
structures following neonatal lesions. Cerebrolysin (Cbl) is a peptide mixture with
neurotrophic and neuroprotective activity that causes neuronal differentiation and

maintains the functional integrity and recovery of the nerve cell.

This study sought to determine whether Cbl was capable of reducing behavioral
and neuronal alterations in nVHL rats. The behavioral analysis included locomotor
activity induced by novel environment and amphetamine, social interaction, and
sensoriomotor gating. The morphological evaluation included dendritic analysis by
using the Golgi-Cox procedure and stereology to quantify the total cell number in
PFC and NAcc. Behavioral data show a reduction in the hyperresponsiveness to
novel environment- and amphetamine induced locomotion, with an increase in the
total time spent in social interactions and in prepulse inhibition in Cbl-treated nVHL
rats. In addition, neuropathological analysis of the limbic regions also showed
amelioration of dendritic retraction and spine loss in Chl treated nVHL rats. Cbl
treatment also ameliorated dendritic pathology and neuronal loss in the PFC and
NAcc in nVHL rats. Besides, cerebrolysin ameliorated alterations in levels of
tyrosine hidroxilase in NAcc Shell in nVHI rats. This study demonstrates that Cbl
promotes behavioral improvements and recovery of dendritic neuronal damage in
postpubertal nVHL rats and suggests that Cbl may have neurotrophic effects in this
neurodevelopmental model of schizophrenia. These findings support the possibility

that Cbl has beneficial effects in the management of schizophrenia symptoms.

Vi



I. Introduccioén.

1.1 Fisiopatologia de la esquizofrenia.

La esquizofrenia es uno de los problemas de salud mental mas importantes en el
mundo, debido a que afecta al 1% de la poblacion mundial. Aproximadamente
10% de los pacientes que la padecen llegan a cometer suicidio por no recibir un
tratamiento adecuado a tiempo (Andreasen, 2000). De acuerdo con los datos de la
Secretaria de Salud, en México existen 1 millon de personas que padecen ésta
enfermedad. La esquizofrenia es una enfermedad con una variedad de
manifestaciones clinicas considerandose una patologia emocional y cognitiva
(Terenius, 2000).

Se han propuesto cuatro hipotesis para describir el origen de la esquizofrenia
(Andreasen, 2000). La primera hipétesis considera la etiologia de esta
neuropatologia como multifactorial, debido a que la esquizofrenia difiere de otras
demencias porque no se asocia a cambios neuroanatdmicos como la presencia de
placas neurodegenerativas en la demencia senil de Alzheimer. Por lo que se
sugiere que la fisiopatologia y etiologia estan relacionadas con los procesos de
maduracion y desarrollo cerebral, dichos procesos ocurren en el humano hacia el
segundo trimestre de gestacion y hasta la etapa de adulto joven. La edad a la que
normalmente se presentan los sintomas de la esquizofrenia es desde la pubertad
y hasta los 28 afios que corresponde a la etapa en la cual se alcanza la madurez
cerebral. De aqui se deriva la segunda hipétesis la cual sefiala que la etiologia de
la esquizofrenia involucra el proceso del neurodesarrollo en los ultimos estados del
modelado cerebral y este proceso se da de manera dependiente de la actividad de
los circuitos neuronales, por ejemplo por las experiencias psicologicas que afectan
la plasticidad cerebral (Andreasen, 1997). Las anormalidades en el sistema
nervioso central (SNC) que se han identificado en la esquizofrenia con técnicas
gue van desde la neuropatologia hasta la neuroimagen han incluido un amplio
namero de regiones del SNC entre las que se encuentran: la corteza frontal, la

corteza temporal, el tAlamo, el hipocampo, amigdala, ganglios basales y hasta el



cerebelo. Lo anterior indica que la etiologia de esta enfermedad no esta
circunscrita a una sola regién cerebral dando lugar a la tercera hipétesis que

considera su origen en el desarrollo de las conexiones neuronales.

La esquizofrenia se caracteriza por presentar alteraciones en una variedad de
funciones mentales, tales como la capacidad de pensar creativamente, de hacer
uso correcto del lenguaje y de expresar claramente experiencias y emociones
basicas. Los pacientes esquizofrénicos refieren alucinaciones y sentimientos de
persecucion. En general la sintomatologia se divide en: sintomas positivos y
sintomas negativos. Los cuatro sintomas positivos clasicos son alucinaciones,
alteraciones en la percepcién, anormalidades en el pensamiento inferencial e
ideas delirantes. Mientras que en los sintomas negativos se encuentran el
aislamiento social, la alogia, y la desorganizacion en el lenguaje. De tal manera
que la cuarta hipétesis considera a la esquizofrenia como una alteracion en el
proceso mental, es decir, la incapacidad del paciente no sélo de realizar
determinados procesos cognitivos sino incluso de estar consciente de los actos
gue se estan realizando, por lo que la esquizofrenia es una patologia en la cual se
presentan alteraciones en los mecanismos de procesamiento de la informacion a

nivel cerebral.

Se han propuesto otros factores que influyen en el desarrollo de esta enfermedad,
tales como el entorno social, psicolégico y nutricional. Los procesos inflamatorios
de la madre durante la gestacién pueden causar efectos téxicos debidos a la
produccion de citocinas afectando el neurodesarrollo del feto, del mismo modo, las
complicaciones durante el parto como sangrado, hipoxia, crecimiento anormal del
feto y el nacimiento prematuro podrian desencadenar trastornos relacionados con

la esquizofrenia (Cannon y cols., 2002).

La infecciébn por retrovirus es otro factor que se ha relacionado con la
esquizofrenia, en este sentido, se ha descrito recientemente la capacidad retroviral

de transmitir secuencias genéticas que se integran en el genoma del huésped (De



Lisi, 2000; Yolken, 2000) y que junto a otros factores condicionan la expresion del
cuadro. Se han identificado secuencias de retrovirus enddgenos en tejido cerebral
y liquido cefalorraquideo de pacientes esquizofrénicos, estos hallazgos han dado
lugar a la discusion sobre el papel de estos retrovirus enddgenos en la
fisiopatologia de la esquizofrenia. Estos datos parecen ser consistentes con la
idea de que en la esquizofrenia coexisten factores ambientales, de neurodesarrollo

y genéticos.

En cuanto al curso clinico de la enfermedad, los varones esquizofrénicos tienen
mayor numero de sintomas positivos, un comienzo mas temprano y un peor
prondstico de la enfermedad, mientras que las mujeres tienen una mejor
competencia premorbida, mas signos negativos y afectivos y cuentan con una
mejor respuesta al tratamiento. Asimismo, el ambiente hormonal en el que crece y
se desarrolla el cerebro pudiera ser también un factor fundamental en el momento
de producir dimorfismos sexuales normales y, por lo tanto de modular alteraciones

en el cerebro de pacientes esquizofrénicos (Greschwind y Galaburda, 1985).

La esquizofrenia es una de las enfermedades psiquiatricas que mayor interés
cientifico y nimero de investigaciones ha generado. Se han llevado a cabo
numerosos estudios para tratar de elucidar posibles anomalias estructurales y
funcionales en el cerebro de los pacientes esquizofrénicos. Las alteraciones
neuroanatomicas encontradas en los estudios de resonancia magnética realizados
a pacientes esquizofrénicos incluyen dilatacion ventricular, disminucién en el
volumen del I6bulo temporal medial (amigdala, hipocampo, y circunvolucién
parahipocampica), anomalias en la circunvolucion temporal superior, el l6bulo
parietal (en particular el I6bulo parietal inferior y sus subdivisiones de la
circunvolucion angular y de la circunvolucion supramarginal) y regiones cerebrales
subcorticales incluyendo el cerebelo, los ganglios basales, el cuerpo calloso y el

talamo (Harrison y cols., 1999).



1.2 Sistema dopaminérgico.

La Dopamina (DA) es un importante neuromodulador catecolaminérgico, el cudl
participa en una gran variedad de funciones como la actividad locomotora,
cognicion, emocién, regulacion endocrina, entre otras. Los receptores
dopaminérgicos se encuentran ampliamente distribuidos en diversas areas del
cerebro donde son responsables de las diversas acciones fisioldégicas de la
dopamina, que son mediados por al menos 5 subtipos de receptores acoplados a
proteinas G (Missale y cols., 1998). EIl estudio de los sistemas y receptores
dopaminérgicos del SNC ha generado gran interés, debido a que diversas
alteraciones en la transmision dopaminérgica se han relacionado, directa o
indirectamente, con trastornos graves como la enfermedad de Parkinson y la

esquizofrenia, asi como con la adiccion a drogas (Pierce y Kumaresan, 2006).

Se reconocen cinco sistemas o vias dopaminérgicas importantes en el cerebro. La
primera via, la cual se encuentra relacionada con la conducta es la mesolimbica-
mesocortical, la cual se proyecta desde los cuerpos celulares cercanos a la
sustanica nigra hasta el sistema limbico y la neocorteza. La segunda via la nigro
estriada consiste en neuronas que se proyectan desde la sustancia nigra hasta el
nacleo caudado y putamen; esta implicada en la coordinacion de movimientos
voluntarios. La tercera via, la tuberoinfundibular es la que conecta al nicleo
arcuato y las neuronas periventriculares con el hipotadlamo y la hipofisis posterior;
la dopamina liberada por estas neuronas inhibe fisiologicamente la secrecion de
prolactina. La cuarta via dopaminérgica, la via bulbar-periventricular, se compone
de neuronas en el nucleo motor del vago, este sistema quizas este implicado en la
conducta alimentaria. La quinta via, la via incertohipotalamica forma conexiones
de la zona medial cercana al hipotalamo y a la amigdala. Esta ultima via regula la
fase anticipatoria de movimiento del comportamiento copulatorio en la ratas. (Carr
y cols., 1999).



Basandose en criterios operacionales, transduccionales y estructurales se ha
clasificado a la familia de los receptores dopaminérgicos en dos subgrupos: el
grupo denominado D1, el cual contiene a los subtipos D; y Ds (Zhou y cols., 1990)
los cuales incrementan la producciéon de AMPc (Kebabian y Calne, 1979) y el
grupo D2 que inhiben la produccién del AMPc, el cual contiene a los subtipos D,
D3, ¥ D4 (Grandy y cols., 1989; 1991). Esta subdivision también se basa en la
ausencia de intrones en los genes para D; y Ds, y la presencia de intrones en los

genes para Dy, D3 y D4 (Missale y cols., 1998).

La activacion de los receptores D; conduce a la activacion de proteinas Gs con la
consecuente producciéon del segundo mensajero AMPc por estimulacion de una o
varias isoformas de la enzima adenilil ciclasa, localizada en la membrana celular
(Kebabian y Calne, 1979). Se ha reportado también que en la corteza cerebral
frontal la activaciéon del receptor D; induce la produccion de otros segundos
mensajeros, el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y el diacilglicerol (DAG), por
estimulacién de una fosfolipasa C que cataliza la hidrélisis del 4,5-difosfato de
fosfatidilinositol, lo cual induce un aumento de Ca*" intracelular (Missale y cols.,
1998). Asimismo, existen evidencias de que los receptores D, se encuentran
acoplados a proteinas G;, la activacion del receptor conduce a la inhibicion de la
adenilil ciclasa y por tanto de la formacion de AMPc. Los receptores D, pueden
también modular corrientes i6nicas, en particular las activadas por voltaje,
inhibiendo canales de Ca*" (Liu y cols., 1992) o facilitando la apertura de canales
de K" mediante proteinas G, (Laitinen, 1993). Los receptores D, se encuentran
ampliamente distribuidos en el tubérculo olfatorio y en el nucleo accumbens
(Jackson y Westlind-Danielson, 1994).

Las proteinas transportadoras de la membrana celular constituyen el principal
mecanismo para la terminacion de la transmisién sinaptica en el SNC. Una vez
liberada al espacio sinaptico la dopamina se une a receptores pre y postsinapticos.
Aunque existen enzimas que la catabolizan como la monoamino-oxidasa (MAO) o

la Catecol-o-metil-transferasa (COMT), la terminacion del efecto del



neurotransmisor se debe principalmente a la recaptura del mismo por las propias
terminales nerviosas que la liberaron. El transportador para dopamina pertenece a
la familia de proteinas transportadoras que dependen de Na* y CI, las cuales
tienen 12 dominios transmembranales y que presentan varios sitios de

fosforilacion.

En estudios posmortem de pacientes esquizofrénicos, se ha encontrado que existe
un aumento en la densidad de receptores D, en el estriado, asi como un
incremento de la concentracion de dopamina, sin embargo se ha sugerido que
este aumento en los receptores podria ser consecuencia del tratamiento con
antipsicéticos. También se ha encontrado una disminucion de los receptores D; en
la corteza y un aumento de receptores D3, asi como un polimorfismo de la COMT
que la hace 4 veces mas activa, lo que provoca una disminucion de la
concentracion de dopamina en el espacio extracelular en la corteza (Laurelle y
cols., 1999).

1.3 Sistema limbico y el hipocampo.

El sistema limbico tiene una enorme diversidad anatémica y funcional. Existen dos
estructuras subcorticales clave, la formacion hipocampal y la amigdala y cada una
de ellas forma circuitos distintos con el resto del encéfalo. Los circuitos
hipocAmpicos son esenciales para consolidar la memoria a corto plazo en
memoria a largo plazo y para la memoria espacial. Los circuitos de la amigdala
intervienen basicamente en las emociones y en sus expresiones conductuales

como la furia, asi como en funciones viscerales y olfativas (Morgane y cols., 2005).

El hipocampo es una estructura ampliamente relacionada con varios nucleos del
sistema nervioso central; entre estos se encuentran la corteza media prefrontal,
nacleo accumbens, amigdala y area ventral tegmental (Grace, 2000) que en
conjunto forman el sistema dopaminérgico mesolimbico, el cual esta implicado en

la regulacion de las conductas motivadas (Vallone y cols., 2000).



Las areas corticales limbicas incluyen: las circunvoluciones orbitales mediales del
I6bulo frontal, la circunvolucion del cingulo en los Iébulos frontal y parietal, la
circunvolucion parahipocampal en el l6bulo y la corteza temporal. Las areas
corticales limbicas reciben conexiones de las areas sensoriales de orden superior
del 16bulo temporal, asi como de la corteza de asociacion prefrontal y el area
parieto-témporo-occipital de asociacion.

Por su parte, la formacion hipocampal incluye tres divisiones
citoarquitectbnicamente distintas: la circunvolucion dentada, el hipocampo y el
subiculo. Los trastornos de la memoria son una caracteristica propia de las
lesiones de la formacion hipocampal. La corteza de asociacion limbica proporciona
la principal aportacion a la formacion hipocampal. La circunvolucién dentada, el
hipocampo y el subiculo son regiones separadas que forman parte de una
secuencia de conexiones intrinsecas de la formacion hipocampal. El flujo de
informacion que atraviesa la formacion hipocampal es en gran parte unidireccional
(Amaral, 1990).

Las eferencias hipocampicas se originan en el subiculo y el hipocampo, la
circunvolucion dentada sélo proyecta al hipocampo. Las proyecciones corticales
procedentes del subiculo terminan en la corteza entorrinal y, a partir de alli, la
informacion se distribuye ampliamente por toda la corteza. Las proyecciones
subcorticales atraviesan por todo el férnix, el cual esta formado por cuatro partes:
fimbria, pilar, cuerpo y columna. La mayoria de los axones del fornix son los de
las células piramidales del subiculo y el hipocampo. Estos axones recorren el
férnix postcomisural. La proyeccién al cuerpo mamilar forma parte del circuito de
Papez, los cuerpos mamilares proyectan a través del tracto mamilotalamico y a los
ndcleos talamicos anteriores, los cuales a su vez proyectan a la circunvolucion del
cingulo. El subiculo proyecta también directamente a los nucleos talamicos
anteriores. A través del fornix precomisural, el hipocampo proyecta al nucleo

septal lateral. El nucleo septal medial, que contiene neuronas GABAérgicas y



colinérgicas recibe inervaciones del nucleo septal lateral y proyecta de vuelta a la

formacién hipocampal a través del fornix (Duvernoy, 1988).

El hipocampo se puede dividir en tres regiones separadas, CAl, CA2 y CA3
basandose en el tamafio y las conexiones de las células piramidales que residen
en ellas (Kandel, 2000).

Normalmente el sistema dopaminérgico mesolimbico estd bajo control de la
corteza, por lo que una alteracion de los circuitos provoca muchos cambios en la
actividad dopaminérgica después de que se ha alcanzado el estado critico del
desarrollo (Lipska y Weinberger, 1995). Debido a que el hipocampo ejerce un gran
control modulador sobre la corteza prefrontal y ndcleo accumbens (Grace, 2000),
una disfuncién de esta estructura produce alteraciones conductuales, pero el
efecto es diferente en funcion del grado del neurodesarrollo en que la lesion ocurre
(Grace, 2000).

Cuando se lesiona el hipocampo en ratas adultas, se producen alteraciones en los
procesos de memoria y aprendizaje principalmente, en tanto que cuando la lesion
ocurre en ratas neonatas se producen alteraciones en conductas relacionadas
con el sistema dopaminérgico, estos hallazgos impiden explicar los cambios en
términos de pérdida de neuronas hipocampicas solamente (Lipska y Weinberger,
1995), por lo que el neurodesarrollo del cerebro debe ser una variable a
considerar. En la rata una alteracion durante el neurodesarrollo de la corteza
temporo-limbica y su conectividad permanece silente con respecto a conductas
relacionadas con la dopamina hasta después de un periodo considerable de
desarrollo postnatal, en donde draméaticamente se afecta la reactividad de los
sistemas dopaminérgicos del cerebro ante una variedad de estimulos ambientales
(Weinberger y Lipska, 1995).



1.4 Corteza media prefrontal.

La corteza media prefrontal (CPFm) recibe proyecciones de todas las areas
sensoriales, ademas de la amigdala, corteza entorrinal y circunvolucion del cingulo
(Barbas, 2000). Esta region, esta relacionada con el control emocional inhibidor
permitiendo el cambio de conducta en funcion del significado emocional de los
estimulos, parece estar relacionada con la comunicacion afectiva, como han

mostrado los estudios en primates (MacLean, 1985).

En general se considera que la CPFm es una region relacionada tanto con la
experiencia como con la expresion emocional, y es critica para el procesamiento
de emociones asociadas con situaciones sociales y personales complejas
(Damasio, 1997). Se ha establecido una asociacion directa entre la region
prefrontal de la corteza cerebral y la emocién, la cual se ha sugerido que es
debida a las conexiones eferentes glutamatérgicas que proyectan hacia el nacleo
accumbens. La CPFm presenta inervaciones eferentes a estructuras viscero-
motoras en el hipotdlamo, asi como proyecciones aferentes provenientes del
talamo mediodorsal y de la amigdala. En el area prefrontal de la corteza cerebral
existe también una amplia innervacion dopaminérgica proveniente del area ventral
tegmental (Morgane y cols., 2005). La CPFm tiene 6 capas sucesivas de células
de distintos tipos que cubre todas las circunvoluciones cerebrales (figura 2). La
mayor parte de estas son células granulosas y células piramidales (Kandel, 2000;
Rajarethnam y cols., 2001). Aunque las neuronas piramidales de la corteza
prefrontal presentan una homogeneidad en su morfologia, éstas tienen diferentes
conexiones con diversas zonas del cerebro, muchas neuronas de la capa Il y Il
envian proyecciones axonales hacia otras regiones corticales como la corteza del
cingulo, a la vez que recibe una importante inervacion del talamo dorsomedial; las
neuronas de la capa V hacen lo propio enviando sus conexiones hacia las
neuronas del estriado y la amigdala; finalmente las neuronas de la capa VI

mandan conexiones hacia el talamo (Lewis, 2003).



Se sabe que en los pacientes esquizofrénicos se encuentra disminuida la
densidad de la poblacién de las neuronas piramidales de la capa lll, asi como el
volumen del soma en un 14 %. Esta alteracion podria estar relacionada con la
reduccion del numero de neuronas del tadlamo dorsomedial que presenta
conexiones aferentes hacia las dendritas basilares de las neuronas piramidales de
la capa lll. Esto implica que la transmision glutamatérgica se encuentra afectada
en esta via, por lo que estos cambios tienen una influencia sobre la deficiencia en
la memoria y la fluidez del habla en los pacientes esquizofrénicos (Lewis y Glantz,
2003).
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Figura 1. Capas de la corteza cerebral con tincién de Nissl y de Golgi-Cox. Capa I: molecular, capa
Il: granular extena, capa lll: células piramidales externas, capa IV: granular internas, capa V:
células piramidales internas, capa VI: polimorfa o de las células fusiformes. Esquema tomado del
libro “Principios de Neurociencia” E. Kandel, 2000.

Las células piramidales de la CPF tienen un potencial de reposo bifasico con un
estado muy negativo (estado bajo), que puede ser superado (aunque sin alcanzar
el nivel de descarga) por la estimulacion proveniente del area tegmental ventral

(ATV) que induce un potencial de membrana superior (estado alto). El estado de



despolarizacién (estado alto) se mantiene probablemente, por la accion de la
dopamina sobre los receptores D; El estado alto favoreceria el mecanismo de
potenciacion a largo plazo (PLT), relacionado con mecanismos de
neuroplasticidad, al mismo tiempo que se reduce el disparo de las neuronas
prefrontales. La disminucion de la actividad de las neuronas prefrontales se
interpreta como un mecanismo de filtrado de la informacion irrelevante que
favorece la atencion en las tareas relevantes y motivadas (Lewis y O"Donell,
2000). Algunos cambios en la funcion del sistema dopaminérgico en la CPF como
la disminucion de la densidad de receptores D; provocan alteraciones cognitivas
como la falta de flexibilidad cognitiva y la dificultad para cambiar el foco de
atencién, las cuales estdn presentes en trastornos psiquiatricos como la

esquizofrenia.

1.5 Nucleo accumbens.

El nucleo accumbens (NAcc) pertenece al estriado ventral (Voorn y cols., 2005),
este nucleo se ha involucrado en la integracién entre motivacion y accion motora
conocida como interfase limbico-motora (Fernandez Espejo, 2000), esto ha
llevado a decir que la funcion neurobiolégica del NAcc es transferir informacién
motivacional relevante para que se realicen actos motores o, en otras palabras,
reconocer situaciones de importancia adaptativa para que el animal desarrolle una

conducta apropiada.

El NAcc posee dos territorios diferentes tanto en sus conexiones como
neuroquimicamente: el nucleo y la corteza (Meredith y cols., 1995), la corteza
presenta principalmente conexiones de caracter limbico como son las aferencias
glutamatérgicas provenientes del hipocampo y la amigdala, asi como una
importante entrada dopaminérgica proveniente del area ventral tegmental (AVT),
mientras que el ndcleo que es una extension del estriado dorsal, recibe aferencias
glutamatérgicas de la CPF y dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta

(SNc), asi también presenta conexiones gabaérgicas de salida hacia el palido



ventral que forman parte de los circuitos motores cortico-estriado-palido-talamicos
de caracter extrapiramidal (Voorn y cols., 2005). Las tres grandes aferencias de la
corteza del nacleo accumbens participan en distintos aspectos de evaluacién de la
situacion ambiental. La CPF es clave en los procesos de atencién, de evaluacion
cognitiva y de programacion premotora, y constituye un area de alto grado de
integracion. La amigdala participa en la integracibn emocional y auténoma. El
hipocampo desempefia una funcion de cartografia espacial de primer orden. La
informacion electrofisiolégica indica que la corteza del Nacc se activa cuando
recibe informacién simultanea de todas las estructuras comentadas, lo que le

otorgaria el papel de “situacion de valor adaptativo” (Fernandez Espejo, 2000).

Se sabe que existen tres grupos de neuronas en el estriado dorsal, las cuales son
las neuronas espinosas medianas, las interneuronas gabaérgicas y las
interneuronas colinérgicas; sin embargo, el 95 % de las neuronas del nucleo
accumbens son neuronas espinosas medianas, las cuales presentan aferencias
corticofrontales que se distribuyen en los extremos dendriticos mientras que las
entradas hipocampicas y amigdalinas se sittan en los tallos proximales
dendriticos. Estas neuronas presentan dos estados electrofisiol6gicos: alto y bajo.
El estado bajo, muy hiperpolarizado (-81 mV) es interrumpido ocasionalmente por
mesetas de despolarizacién de unos -63 mV con 3-4 espigas, (O'Donell y Grace,
1995). El estado bajo, tiende a mantenerse debido a la apertura de los canales de
potasio de rectificacion hacia dentro, y la transicion hacia el estado alto es abrupta,
seguida de corrientes de entrada de sodio dependientes de voltaje, y corta, debido
a la rapida activacion de corrientes hiperpolarizantes de potasio tipo I (Grace,
1998). Estudios in vivo han demostrado que la dopamina mediante la accién de los
receptores D, estabilizan a estas neuronas en estado bajo y aumentan el umbral
para el disparo de potenciales de accion (O"Donell y Grace, 1996). Por otra parte
se ha establecido que los receptores D; en el accumbens son excitadores que
actian en coordinacion con los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) del
glutamato, pero sélo en condiciones de estado alto (Levine, 1996). Asi, cuando la

neurona se encuentra en estado bajo los receptores glutamatérgicos NMDA estan



bloqueados por Mg*? y no hay interaccién D;-NMDA, por lo que predomina la
accion dopaminérgica D,. Cuando la célula se sitia en un estado alto por una
despolarizacién mantenida, se remueve el bloqueo por Mg*? y se activan los
canales NMDA. De este modo, las respuestas despolarizantes de los canales
NMDA se expresan y facilitan el disparo neuronal. En esta situacion la dopamina
actua sobre receptores D; activando aun mas la apertura de canales NMDA y la
de canales de Ca™ tipo L lo que mantiene la excitacién de las neuronas
(Hernandez-Lépez, 1997).

Existen dos importantes subsistemas colinérgicos ubicados en el telencéfalo, uno
de estos presenta conexiones hacia varios nucleos basales asi como también a la
corteza y el hipocampo. El segundo subsistema se encuentra en el estriado que a
diferencia de las otras neuronas colinérgicas, son interneuronas que proveen una
importante inervacion local. Las interneuronas colinérgicas conforman del 1% al
3% de la poblaciébn neuronal del estriado, esto es, por cada 100 neuronas
espinosas medianas que se encuentra en el estriado existe una interneurona

colinérgica (Graveland y Difriglia, 1985).

Las interneuronas colinérgicas son tipicamente multipolares, poseen somas con
morfologia oval o fusiforme, los cuales van de 20 um a 40 ym de diametro y
presentan poca densidad de espinas dendriticas. Estas interneuronas son
ténicamente activas, por lo que se ha sugerido que dicha caracteristica es debida
a potenciales postsinapticos provenientes de la via talamo-estriatal que inervan a
las dendritas mas proximales. Ademas, las interneuronas colinérgicas presentan
receptores D, y Ds, de tal modo que los receptores Ds se encuentran
principalmente en areas somatodendriticas y la activacion de estos receptores
induce a una despolarizacion de la membrana celular, o que desencadena la
liberacion de acetilcolina, mientras que los receptores D, inhiben a los canales de

Ca’" tipo N, con lo que disminuye la liberacién de acetilcolina (Zhou y cols., 2002).



Por otro lado, las proyecciones dopaminérgicas provenientes del ATV tienen
receptores nicotinicos, los cuales al ser activados aumentan la entrada de Ca** a
la célula promoviendouna excitabilidad de ésta, de tal manera que si se inhibe la
liberacion de acetilcolina en esta zona se inhibe también la liberacion de
dopamina. En el estriado, los receptores nicotinicos se encuentran en las
interneuronas gabaérgicas provocando una despolarizacion y liberacion de GABA,
el cual ejerce un efecto inhibidor sobre las neuronas espinosas medianas y las

interneuronas colinérgicas (Zhou y cols., 2001).

Los pacientes con esquizofrenia presentan anormalidades en la transmision
colinérgica, en estudios postmortem se observo que en el cerebro de los pacientes
esquizofrénicos se encuentra un nimero mayor de neuronas colinérgicas a nivel
de la formacion reticular asi como una disminucién en el tamafio normal de las
neuronas en el locus-coeruleus en comparaciéon con cerebros normales (Durany,
2000). El estado de hiperactividad colinérgica que se presenta en la esquizofrenia
parece ser el responsable al menos en parte, de los sintomas de la enfermedad,
en especial de los sintomas negativos, en tanto la hipoactividad colinérgica es
considerada parte de fisiopatologia de los sintomas positivos de la esquizofrenia,
esto se produce por un predominio de la actividad dopaminérgica por encima de la

actividad colinérgica (Tracy y Monaco, 2001).
1.6 Amigdala.

El complejo amigdalino pertenece al sistema limbico y constituye un grupo
heterogéneo de nucleos en cuanto a la citoarquitectura y conexiones se refiere, el
complejo amigdalino esta situado en el I6bulo temporal, por lo que la regién que
Burdach llam6 amigdala a principios del siglo XIX, hoy se sabe gracias al
desarrollo de las técnicas histoldégicas que esa zona corresponde a lo que se
conoce como amigdala basolateral (Pitkanen y cols., 1997, 2003). Estudios
anatomicos sugieren que la amigdala consiste de dos estructuras separadas, por

un lado esta la amigdala basolateral que incluye los nudcleos lateral, basolateral,



basomedial y cortical, los cuales estan relacionados principalmente con la corteza
cerebral mediante inervaciones glutamatérgicas (Sah y Lépez de Armentia, 2003)
y por otra parte esta la zona centromedial que mantiene conexiones gabaérgicas
con el estriado (McDonald, 2003). Desde un punto de vista funcional, se considera
gue es una estructura clave en el procesamiento emocional (Swanson, 2003). Por
otro lado, también se ha sugerido que la amigdala estd relacionada con los
aprendizajes emocionales y con el almacenamiento de memorias afectivas. De
igual forma, la amigdala participa como un componente critico de un sistema

modulador de la memoria (Torras y cols., 2001).

Se sabe que el complejo amigdalino estd implicado en la patologia de la
esquizofrenia. Los cambios estructurales y funcionales que tienen lugar en el
complejo amigdalino han sido demostrados en numerosos estudios de
neuroimagen. La mayoria de estos estudios concluyen que hay una reduccioén del
volumen de esta estructura subcortical en pacientes esquizofrénicos comparados

con individuos sanos.

Borgets realizé en 1993, una serie de estudios neuroanatdmicos en cerebros
posmortem, donde encontré algunas diferencias en estructuras limbicas entre
ellas incluia el complejo amigdalino. Las alteraciones citoarquitectonicas y la falta
de gliésis en dichas estructuras limbicas, asi como la ausencia de la normal
asimetria estructural del cerebro en una proporcion sustancial de pacientes,
indican que estas anomalias estructurales pudieran reflejar una alteracién prenatal
en el desarrollo del cerebro. Otros estudios de resonancia magnética en individuos
esquizofrénicos (tanto hombres como mujeres), demostraron una disminucion
bilateral del volumen amigdalino en varones pero no en mujeres, donde la

reduccion fue soélo en el hemisferio derecho (Niu y cols,, 2004).

La amigdala basolateral recibe informacion desde el tdlamo, la corteza prefrontal,
la circunvolucién del cingulo, el hipocampo y la corteza de la insula (McDonald,

2003). Estas fibras suministran una amplia gama de informacion somatosensorial,



visual y visceral al complejo amigdalino. El grupo centromedial recibe informacion
olfativa, fibras desde el hipotdlamo, y desde los nacleos dorsomedial y medial del
talamo. Ademas de recibir informacion ascendente del tallo cerebral que participan

en funciones viscerales (Price, 2003).

Por otro lado, las vias eferentes principales del complejo amigdalino son la estria
terminal y la via amigdalofugal. La estria terminal es un haz de fibras que tiene por
objeto llevar informacion a distintas zonas encefalicas entre las que destacan los
nacleos del hipotdlamo (ndcleos preodpticos, ventromedial, anterior y area
hipotalamica lateral) el nacleo accumbens (NAcc) y los ndcleos septales, y el
caudado putamen. Esta via tiene su origen en el grupo celular corticomedial
(McDonald, 2003). La via amigdalofugal es el principal haz de fibras eferentes del
complejo amigdalino. Este haz presenta la peculiaridad de que las distintas fibras
tendran un destino diferente segun el nucleo o grupo nuclear de donde se hayan
originado. Asi pues, los axones que provienen en su mayor parte de las células
del grupo basolateral (figura 1) adoptaran una direccion hacia el hipotdlamo, el
talamo dorsomedial y los nucleos septales, mientras que las fibras originadas en el
ndcleo central, giraran en sentido caudal, para descender de manera difusa por el
tronco encefélico y terminar en los ndcleos viscerales (motor dorsal del vago),
nacleo de rafe (magno oscuro y palido) y otras areas como en locus coeruleus.
Asimismo, las neuronas basolaterales también proyectan hacia la corteza
prefrontal, a la corteza del cingulo y a la temporal inferior. Se ha sugerido que la
funcion de estas fibras seria la activacion de la corteza cerebral como respuesta a
estimulos importantes desde el punto de vista conductual (Swanson y Petrovich,
1998).

Cabe destacar que, si bien la mayoria de las conexiones extrinsecas del complejo
amigdalino son reciprocas, existen tres excepciones importantes: estriado, tadlamo
y ciertas areas corticales que reciben abundantes proyecciones amigdalinas pero

no las devuelven.
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2000)



1.7 Modelo de lesion excitotéxica del hipocampo ventral (LNHV).

La lesidon neonatal de hipocampo ventral ha sido una herramienta recientemente
utilizada para producir alteraciones en el desarrollo de circuitos corticales y
subcorticales en los cuales el hipocampo patrticipa, lo que ha permitido entender
una pequefia parte de las funciones del hipocampo en el adulto (Lipska y
Weinberger, 2000). Asimismo, recientemente se ha postulado que las alteraciones
durante el neurodesarrollo, impiden que las neuronas alcancen sus células blanco
apropiadas, que se coloquen en sitios adecuados y que realicen conexiones
apropiadas (Rakic, 1988; Schneider, 1981). En algunas enfermedades
psiquiatricas se han observado alteraciones neuronales como, la orientacion
anormal, y un decremento en la densidad neuronal (Altshuler y cols., 1987,
Akbarian y cols., 1993); estas alteraciones se han relacionado con circuitos

aberrantes producidos durante el desarrollo.

Debido a que la lesion neonatal de hipocampo ventral se realiza en una etapa
critica del neurodesarrollo, se sabe que este dafio induce a alteraciones
conductuales a edad postpuber, las cuales se encuentran relacionadas con
algunos sintomas expresados en la adolescencia en pacientes esquizofrénicos.
Por ejemplo, los animales con lesibn nenonatal de hipocampo ventral a edad
postpuber expresan anormalidades tales como hipersensibilidad al estres,
disminucién en la interaccién social, aumento en la actividad locomotora en
ambiente novedoso y deficiencias en el aprendizaje y memoria (Flores y cols.,
1996; Silva-Gomez y cols., 2003). Cabe sefalar que estos cambios no se
presentan a edad prepuber, por lo que estas alteraciones se han relacionado con
cambios morfologicos en las neuronas piramidales de la corteza prefontal y las
neuronas espinosas medianas del ndcleo accumbens que se expresan en las

ultimas etapas del desarrollo neuronal en la rata (Flores y cols., 2005a).

De igual forma se ha determinado que las ratas con lesién de hipocampo ventral a
edad postpuber expresan un incremento de la actividad locomotora posterior a la

administracion de anfetamina, asi como una disminucién de la inhibicibn de



prepulso. Estas alteraciones han sido relacionadas con la transmision
dopaminérgica en el nucleo accumbens, debido a que las neuronas del Nacc
muestran una mayor excitabilidad propiciada por la estimulacion de las neuronas
del area ventral tegmental (AVT) (Goto y O’'Donnell, 2004).

Se sabe que este modelo animal de neurodesarrollo induce una disminucion en la
longitud y densidad de espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la
capa lll de la corteza media prefrontal, asi como también en la densidad de
espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas del Nacc. Estos cambios
han sido relacionados con la pérdida de la excitabilidad glutamatérgica
proveniente de las neuronas del area CA1l del hipocampo ventral debido a que el
crecimiento dendritico de ambas regiones esta relacionado con el grado de
conectividad y la actividad aferente proveniente del hipocampo (McAllister, 2000).
Asi mismo se sabe que las neurotrofinas tienen una funcién transcendental el
crecimiento dendritico, por lo que estudios en animales con LNHV han mostrado
una disminucién en los niveles del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)

en la corteza prefrontal (Molteni y cols., 2001).

Por otro lado, previamente se observé que la lesion neonatal de hipocampo
ventral produce cambios relacionados con hiperactividad dopaminérgica después
de la pubertad y que se atenla mediante el uso de neurolépticos (Lipska y
Weinberger, 1994; Sams-Dood y Cols., 1997).

La lesion del hipocampo ventral de rata adulta produce un incremento en el
contenido de dopamina en el nicleo accumbens, asi como un decremento en la
actividad de este neurotransmisor en la corteza media prefrontal, esta regulacion
parece relacionar de manera negativa la actividad dopaminérgica entre ambas
zonas cerebrales, de modo que un decremento en la actividad dopaminérgica en
la corteza media prefrontal se relaciona con un incremento de ella en el ndcleo
accumbens. Estos datos correlacionan con el hecho de que en la esquizofrenia se

presentan anormalidades estructurales en el hipocampo, asi como disfuncion



prefrontocortical y alteraciones en la funcidbn dopaminérgica del sistema
mesolimbico (Brake y cols., 1999; Flores y cols., 2001; Lipska y cols., 2000,
Schwartz y Cols. 2000).

A continuacion se presentan algunas alteraciones fisiologicas y conductuales en la
lesion neonatal de hipocampo ventral relacionadas con los cambios expresados
por la sintomatologia de los pacientes esquizofrénicos.

Tabla 1. Aspectos comparativos del modelo de lesibn neonatal en
hipocampo ventral con los signos y sintomas de la esquizofrenia.

Modelo de lesion en HV Esquizofrenia
Cambios e Hiperlocomocion al estrés e Vulnerabilidad al
conductuales e Déficit al IPP estres.
e Déficital IL e Déficit al IPP.
o Déficit en pruebas de o Deéficital IL.
alternaciones retardadas e Déficiten la
e Reduccion en contactos memoria de trabajo.
sociales e Aislamiento social.
Respuesta e Hiperactividad inducida por e Incremento de
farmacologica anfetamina. sintomas por
e Estereotipias inducidas por agonistas
apomorfina. dopaminérgicos.
e Reduce la catalepsia a e Tolerancia a los
haloperidol. neurolépticos.
e Hiperactividad inducida por ¢ Incremento de
MK-801y PCP. sintomas por
ketamina.
Cambios Niveles NAA Niveles NAA
moleculares en la RNAmM GAD67 l RNAmM GADG67
corteza prefrontal RNAmM FNDC RNAmM FNDC

Abreviaturas: FNDC, factor neurotréfico derivado del cerebro; GAD67, glutamato descarboxilasa-
67; IL, inhibicién latente; NAA, N-acetilaspartato; PCP, fenciclidina; IPP inhibicion del prepulso.
(Tomada de Lipska y Weinberger, 2000)




Alteraciones conductuales del modelo LNHV

Alteraciones relacionadas con
sintomas positivos
Hiperactividad locomotora ante ambiente nuevo.

Hiperactividad locomotora inducida por Anfetamina.
Disminucion de IPP
Deficiencias cognitivas

-Deficit en la memoria de trabajo.
-Deficit memoria y aprendizaje espacial.
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Figura 3. Comparacion temporal de las alteraciones conductales descritas en el modelo neonatal
de Lesion Bilateral del hipocampo ventral con la sintomatologia presentada en pacientes
esquizofrénicos. Modificada de Tseng y cols., 2009.



1.8 Cerebrolisina.

La cerebrolisina es un factor con actividad neurotréfica y neuroprotectora que
induce diferenciaciéon neuronal y mantiene la integridad de las células nerviosas.
La cerebrolisina es un producto a base de neuropéptidos que ejercen una
actividad similar a la de los factores neurotréficos endégenos. Estudios
experimentales han demostrado efectos positivos de la cerebrolisina sobre
patologias neuroinflamatorias relacionadas con el amiloide 8, la proteina tau, los
factores neurotroficos, el estrés oxidativo, la excitotoxicidad, la neurotransmision,
el metabolismo cerebral, la neuroplasticidad, la apoptosis neuronal, la
degeneracion, la neurogénesis y la funcion cognitiva. Estos efectos de la
cerebrolisina sobre los fendmenos patogénicos relacionados con la enfermedad de
Alzheimer indican un mecanismo de accion neurotréfico que puede implicar
laactivacion de las vias sefializadoras intracelulares de PI3K/Akt/GSK-3B. (Alvarez
y Fuentes 2011).

La cerebrolisina facilita la actividad neurotréfica elevando los niveles del factor de
crecimiento transformador $ (TNF- B) y del factor neurotrofico derivado del cerebro
lo que permite el mejoramiento de la capacidad cognitiva en algunas
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Masliah y cols., 1999), este
nuevo medicamento potencia la actividad alfa en el cerebro y reduce la frecuencia
de las ondas delta, por lo que esto sugiere que la cerebrolisina estimula los
mecanismos relacionados con los procesos de atencibn y memoria. Se ha
demostrado que la cerebrolisina disminuye la produccion del precursor de la
proteina amiloide responsable de la enfermedad de Alzheimer, impidiendo la

formacién de los depdsitos de la proteina beta amiloide (Rokenstein y col. 2006).

Se ha observado que la administracion de cerebrolisina a una dosis de 5 veces
por semana durante un mes por via intravenosa en pacientes con Alzherimer
induce actividad neurotrofica que permite una mejoria en las funciones cognitivas

de estos pacientes (Alvarez y cols., 2006)



En niflos con autismo se ha utilizado una terapia con cerebrolisina en donde se
observo una mejoria en los sintomas de esta enfermedad en el 89% de los nifios
tratados, el farmaco fue aplicado por via intramuscular cada tercer dia, en cada
aplicacion se les administr6 0.5 g/kg de cerebrolisina, el tratamiento tuvo una

duracion de 1 afio (Radzivil y Bashina 2006)

Aunque se sabe que la cerebrolisina tiene efectos positivos sobre la memoria, el
aprendizaje y la regeneracién neuronal, no se conoce el mecanismo por el cual
actua, sin embargo se ha demostrado una disminucién en la lipoperoxidacion los
bajo condiciones de estres como la isquemia, hipoxia o la acidosis metabdlica, asi
como alteraciones metabdlicas como en la diabetes mellitus. En estudios in vitro
se ha demostrado que la cerebrolisina aumenta la cantidad de transportadores de

glucosa (GLUT-1) en la barrera hematoencéfalica (Boado, 1995).



[l. Justificacion

Estudios neurobioldgicos recientes en pacientes esquizofrénicos han demostrado
la presencia de anormalidades en estructuras limbico-corticales, las cuales

producen la sintomatologia caracteristica de esta enfermedad.

El modelo de lesion neonatal del hipocampo ventral en ratas expresa algunas
alteraciones conductuales y morfologicas relacionadas con la esquizofrenia. Por lo
gue ha sido un modelo animal ampliamente utilizado para el estudio de dicha

patologia.

Debido a los efectos neurotréficos mostrados por la cerebrolisina, resulta de gran
interés evaluar el efecto de este medicamento sobre algunas alteraciones
conductuales y morfologicas propias del modelo animal, con la finalidad de
proponer el uso de este medicamento como una posible terapia para pacientes

esquizofrénicos.



lll. Hipotesis.

La administracion subcronica de la cerebrolisina puede revertir las alteraciones
morfolégicas conductuales ocasionadas por la lesion neonatal del hipocampo
ventral.

IV. Objetivos.

4.1 Objetivo general.
Determinar el efecto de la administracion de la cerebrolisina sobre las alteraciones
morfolégicas y conductuales ocasionadas por la lesion neonatal del hipocampo

ventral.

4.2 Objetivos especificos.

e Evaluar el efecto de la administracion subcrénica de la cerebrolisina en

ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral a edad postpuber sobre:

a) La hipersensibilidad al estrés ante ambiente novedoso.
b) La capacidad de filtracion de la informacion sensorial-motora.

c) La interaccion social.

e Evaluar el efecto de la administracion subcronica de la cerebrolisina en
ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral a edad postpuber en la
morfologia de:

a. Las neuronas piramidales de la corteza media prefrontal capa
'y V.

b. Las neuronas piramidales de la amigdala basolateral.

c. Las neuronas espinosas medianas del nicleo accumbens y

caudado putamen.



Evaluar el efecto de la administracion subcrénica de la cerebrolisina en ratas con
lesion neonatal de hipocampo ventral a edad postpuber en la densidad neuronal
de: corteza media prefrontal, ndcleo accumbens coraza, nucleo accumbens

centro, caudado putamen y amigdala basolateral.

Evaluar el efecto de la administraciéon subcrénica de cerebrolisina en ratas con
lesion neonatal de hipocampo ventral a edad postpuber sobre la concentracion de
tirosina hidroxilasa en el ndcleo accumbens coraza, nucleo accumbens centro,

caudado putamen.



V. Metodologia.
5.1 Diagrama de trabajo.
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5.2 Protocolo de lesion del hipocampo ventral.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley provenientes del bioterio
“Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla de 7 dias de
edad y con un peso entre 15y 18 g. Se separaran al azar en dos grupos:

a) Falsa lesion

b) Lesion excitotoxica neonatal de hipocampo ventral (LNHV).

Las ratas se anestesiaron por hipotermia (Lipska y Weinberger, 1993), y
fueron fijadas en un aparato estereotaxico mediante un adaptador para ratas
neonatas. Las coordenadas que se utilizaron para lesionar la zona del hipocampo
ventral son (Paxinos y Watson 1986):

Antero-posterior — 3.0 mm respecto a Bregma.
Lateral +/- 3.5 mm respecto a Bregma.

Profundidad — 5 mm de la duramadre.

Se realizdé una trepanacion con diametro de 1 mm utilizando las coordenadas
correspondientes. Se utilizé una canula de acero inoxidable de calibre 26 por la
cual se administré bilateralmente al hipocampo ventral, en caso de lesion, 0.3 pl
de &cido iboténico a una concentracion de 10 ug/uL disuelto en una soluciéon de

fosfatos 0.1 M y ajustada a un pH de 7.4.

Para realizar la lesion simulada se aplico el mismo protocolo con la diferencia de
gue so6lo se administré solucion amortiguada de fosfatos que se utiliz6 como
vehiculo en el caso de la lesion. En ambos casos la aplicacion se realiz6 durante
un periodo de 2 minutos; la canula se dej6 por un periodo de 3 minutos mas antes

de removerla, para permitir la difusion de la droga o el vehiculo.

Al término de la cirugia se suturd la herida con 4 puntos (hilo 000) y se procedi6 a
marcar con tinta china intradérmicamente a los animales de acuerdo a la lesion y

posteriormente fueron puestos sobre una bolsa térmica hasta su recuperacion.



Una vez finalizada la cirugia, las ratas neonatas fueron regresadas al bioterio con
sus respectivas madres para la continuacion de su desarrollo. Todas las ratas
fueron mantenidas en condiciones de bioterio (ciclo luz y oscuridad de 12 h por 12
h y temperatura de 23 a 24 °C con una humedad del 50 al 60% asi como acceso

libre a alimento y agua).

5.3 Administracion de cerebrolisina.

Después de llevar a cabo la cirugia para inducir la lesion del hipocampo ventral y
una vez que las ratas cumplieron 30 dias de edad, se formaron 4 grupos de 10
ratas a las cuales se les aplico durante 30 dias cerebrolisina a una dosis de 1g/kg,
lo que equivale a 1 g/kg o bien el vehiculo (agua inyectable) correspondiente, de
la siguiente manera:

o Grupo 1: Ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral + administracion

de cerebrolisina.

o Grupo 2: Ratas con lesion falsa + administracion de vehiculo.

o Grupo 3: Ratas con lesion neonatal de hipocampo ventral + administracion
de vehiculo.

o Grupo 4: Ratas con lesion falsa + administracion de cerebrolisina.

Posteriormente una vez concluido el tiempo de administracién del farmaco, las
ratas que conformaran a los 4 diferentes grupos fueron sometidas a las pruebas

de conductuales de interaccion social y de actividad locomotora.

5.4 Estudios conductuales.

Dado que la conducta forma parte del complicado proceso de adaptacién del
estado interno del individuo a su ambiente, la informacidon que emerge de los
estudios conductuales permite detectar los trastornos involucrados en
determinados procesos neuroldgicos. Para verificar la hipotesis planteada en este

proyecto se realizaron los estudios conductuales que a continuacion se describen.



5.5 Protocolo de actividad locomotora.

Se ha elegido evaluar la actividad locomotora ante ambiente novedoso ya que en
esta prueba conductual se han reportado alteraciones especificas producidas por
la lesidbn neonatal del hipocampo ventral, por lo que se considera una variable
para saber si ha sido exitosa la lesion en cada animal. A partir de los 60 dias de
edad y una vez concluido el tiempo de administracion del farmaco, 10 ratas de

cada grupo fueron sometidas a las pruebas de actividad locomotora.

Esta prueba se realizd en el laboratorio neuropsiquiatria del Instituto, en el area
especifica para este fin, las ratas permanecieron en el area durante 30 minutos,

este tiempo permite la adaptacion al laboratorio.

Las ratas fueron colocadas en cajas de acrilico de 44 cm de largo por 22 cm de
ancho y 22 cm de altura, estas cajas tienen instalados 8 pares de fotodiodos en
las paredes laterales, de tal forma que el movimiento de la rata interrumpe la
trayectoria de un haz de luz infrarroja, imperceptible para ella, registrando dicha
interrupcion como un movimiento. La cuenta de los desplazamientos se realizd
utilizando un contador computarizado que permite registrar el nimero de
movimientos de los animales en doce intervalos sucesivos de diez minutos cada
uno, de modo que el registro de actividad locomotora tiene la duracién de dos

horas (Flores y cols., 1996a).
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Figura 4. Esquematizacion de las dimensiones del equipo de medicién de la actividad motora.

5.6 Protocolo de Interaccién social.

Las ratas son animales sociales que viven en grupos, el paso de la etapa prepuber
a la pubertad es un periodo critico para establecer una organizacién social en un
grupo. El aislamiento social produce un sindrome caracteristico previo a la
aparicién de sintomas de la esquizofrenia. Estas alteraciones conductuales estan
implicadas en particular con cambios en el sistema mesolimbico dopaminérgico
(Silva-Gomez y cols., 2003b).

En la edad postpuber (60 dias de edad) las ratas fueon trasladadas al Laboratorio
de Neuropsiquiatria del Instituto de Fisiologia en un cuarto aislado de sonido, las
ratas permanecieron en el area durante 30 minutos, este tiempo les permitié
adaptarse a las condiciones del laboratorio. Las pruebas se llevaron a cabo con
control de temperatura (21 a 24 ‘C) iniciando a las 08:00 hrs y finalizando a las
12:00 hrs.

El area de prueba consistio en una caja de madera de color negro (80cm x 80cm x
80cm). Una videocamara fue colocada en el techo del cuarto de experimentos
para grabar las conductas de los animales. La iluminacion en el cuarto fue de 30

lux con una tonalidad naranja.
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Figura 5. Esquematizacion de la vista frontal del registro de interaccion social en campo abierto.

Las ratas con lesibn neonatal de hipocampo ventral administradas con
cerebrolisina y con vehiculo, asi como los grupos controles fueron colocadas en
parejas del mismo grupo experimental por caja, estas cajas se colocaron juntas en
un estante de madera en donde el contacto olfatorio y auditivo se mantuvo. Entre
cada evaluacion, el area de prueba se limpi6 y sec6. La prueba consistio en
confrontar ratas que nunca tuvieron contacto por 10 min en cuatro periodos (se
utilizaron a las mismas ratas en las cuatro sesiones), el tiempo de la interaccién
social fue cuantificado, frecuencias de contactos y tiempo acumulado de
contactos, se tomaron todos los contactos no agresivos (olfateo ano-genital,
acicalamiento, juego social, etc.) y agresivos (pateo, boxeo, aislamiento social,

acicalamiento agresivo, mordeduras, etc.).



5.7 Inhibicién por prepulso sobre larespuesta de sobresalto (PPI).

La respuesta de sobresalto en la rata es una contraccion coordinada de la
musculatura esquelética en respuesta a un estimulo auditivo elevado. La inhibicion
del prepulso representa una atenuacion normal de la respuesta de sobresalto. Se
produce por la presentacion de un preestimulo débil (prepulso) antes del estimulo
que induce la respuesta de sobresalto. Se piensa que el prepulso refleja la funcion
del sistema de atencion sensorial, donde el prepulso ejerce una influencia
inhibidora hasta que éste es procesado totalmente, por tanto, protege al
organismo contra una sobrecarga de informacion sensorial (Buckland y cols.,
1969).

La inhibicion por prepulso de la respuesta de sobresalto es una herramienta
conductual utilizada para el estudio de los procesos sensoriales y motores en
humanos y ratas. Los pacientes esquizofrénicos muestran una deficiencia en esta
prueba, debido a que dichos pacientes se sobrecargan de informacion, lo que

impide que muestren una respuesta adecuada (Braff y Geyer, 1990).

Los modelos animales de alteraciones en el neurodesarrollo relacionados con la
esquizofrenia sugieren que el dafio en estructuras limbicas a edad temprana
inducen deficiencias en las conexiones neuronales de areas importantes como
son: el hipocampo, la amigdala, el nucleo accumbens y la corteza media
prefrontal, provocando alteraciones conductuales como es la inhibicion del

prepulso (Daenen vy cols., 2003).

Debido a estos antecedentes, otros grupos de ratas con falsa lesién y con lesion
neonatal de hipocampo ventral, administrados con cerebrolisina o con vehiculo,
fueron utilizadas a edad pospuber para medir la inhibicion por prepulso de la
respuesta de sobresalto. Los animales fueron colocados de manera individual en
un aparato para medir la respuesta de sobresalto (Start reflex meter, Columbus

Instruments). Durante la prueba se mantuvo un ruido blanco de fondo de 65 dB.



Después de 5 minutos de habituacion, a cada rata se le aplicaron 80 ensayos con
pulsos de 0, 85, 105 y 120 dB, y con prepulso/pulso de 75/105, 75/120, 85/100 y
80/120 dB respectivamente, hasta completar 10 ensayos de cada uno. Estos
ensayos se aplicaron de una forma pseudoaleatoria y con un intervalo interensayo

de 30 segundos.

La duracién del prepulso fue de 40 ms y la del pulso de sobresalto de 40 ms con
una separacion de 100 ms. La respuesta de sobresalto fue medida dentro de los

primeros 100 ms después del pulso.

El % de inhibicion por prepulso de cada intensidad fue calculado utilizando la
siguiente férmula: [100- (100 x amplitud del ensayo con prepulso/amplitud del

ensayo con el pulso de sobresalto solo)].

1 -

Figura 6. Esquematizacion del equipo Start Reflex Meter utilizado para la prueba de inhibicién del
prepulso. a).- Caja cerrada con sensor para la captacion de la respuesta de la rata, b).- Bocina que
permite la generacion del estimulo acustico, c).- Amplificador de la sefial detectada por el sensor,
D).- Computadora para el registro y cuantificacion de la respuesta.



5.8 Estudios Morfoldgicos.

Los cerebros destinados al estudio morfolégico de Sholl fueron sometidos a la
tincion de Golgi-Cox, los animales después de haber sido sometidos a las
pruebas conductuales de actividad locomotora y de la interaccion social a los 60

dias de edad fueron sacrificados de la manera descrita a continuacion.

5.8.1 Protocolo de la tincion de Golgi-Cox.

1.-Se anestesio6 a la rata, después de realizar los estudios conductuales a la edad
de 60 dias, usando pentobarbital sédico.

2.-Se perfundié al animal con solucién salina al 0.9% por el ventriculo izquierdo,
previa ligadura de la arteria aorta descendente y corte de la auricula derecha, con
la finalidad de eluir los eritrocitos del tejido cerebral.

3.- Se procedidé a remover los cerebros para ponerlos en 20 ml de la solucion de
Golgi-Cox y almacenarlos en la oscuridad durante 21 dias.

4.-Después de este tiempo se drend la solucion de Golgi-Cox y se reemplaz6 por
una solucion de sacarosa al 30%. Los cerebros fueron almacenados en la
oscuridad por 2 dias mas antes de cortar, (la duracion de este paso por sacarosa
no es critico para cortar el tejido pero se recomienda conservar el tejido durante
dicho tiempo para evitar posibles fracturas del mismo durante el corte).

5.- Se mont6 el cerebro en la platina del vibratbmo utilizando pegamento
cianoacrilico y fue sumergido en la solucion de sacarosa al 6% ya en la cAmara
del vibratomo hasta un nivel suficiente para cubrir el tejido y la navaja.

6.- Se procedio a realizar los cortes después de un lavado de la navaja durante 5
minutos con xileno.

7.-Se corto el tejido haciendo rebanadas de 200 um de grosor.

8.- Se montaron las rebanadas en laminillas gelatinizadas al 2 % presionandolos
uniformemente con papel filtro himedo con sacarosa contra el lado gelatinizado

de la laminilla.



9.- Se mantuvieron las laminillas en una camara humeda durante el tiempo de
corte de todo el cerebro.
10.- Se procedio posteriormente a revelar los cortes obtenidos.

5.8.2 Protocolo de revelado de la tincién de Golgi-Cox.

Todo el procedimiento se realizd en total oscuridad.
1.- Inicialmente se realiz6 un lavado en agua destilada durante un minuto.
2.- Se mantuvo sumergidas las laminillas en hidréxido de amonio durante 30
minutos.
3.- Se realiz6 un lavado con agua destilada durante un minuto.
4.- A continuacién se sumergieron durante 30 minutos en fijador rapido de Kodak
para pelicula fotografica. Se utilizé una dilucion 1:2 con agua destilada.
5.- Se lavo con agua destilada durante un minuto.
6.- Se deshidratdé con concentraciones crecientes de etanol:
1 minuto con alcohol al 70 %
1 minuto con alcohol al 95 %
5 minutos con alcohol al 100 %
5 minutos con alcohol al 100 %
15 minutos con xileno.
7.- Se montaron los cubreobjetos con resina sintética en los cortes ya revelados.

8.- Fueron conservados en oscuridad para su secado y observacion posterior.

5.8.3 Analisis de neuronas contrastadas con la tincion de Golgi- Cox.

Una vez que se localiz6 el area de interés, en este caso el nicleo accumbens
(Nacc), la corteza media prefrontal y la amigdala, procedimos a identificar las
neuronas espinosas medianas, las neuronas piramidales de la capa lll y V y las
neuronas glutamatérgicas de la amigdala para dibujarlas mediante su observacion
a 40X utilizando un microscopio Optico marca Leica modelo DMSL acoplado a

una camara lucida marca Leica. Ademas con la ayuda de este mismo equipo se



procedié al trazado de las espinas dendriticas utilizandose una distancia de 30
micrometros de longitud por cada dendrita neuronal, dicha observacion se realizo
a 100X.

5.8.4 Estudio histoldgico con latincion de Nissl.

La zona del hipocampo ventral de los cerebros obtenidos de los animales
sacrificados fue destinada para el estudio histopatolégico mediante la tincion de
Nissl de la manera descrita a continuacion, esto con el fin de identificar la zona de

la lesion producida por el acido iboténico.

Tincion de Nissl.

Método de violeta de cresilo de Vogt para tincion de Nissl.

(Modificada para cerebro de rata)

Histoquimica para vibratomo.
Fijacion: formol al 15%.
Secciones: de tejido en fresco a un grosor de 100 — 200 pum.

Soluciones.

A. Solucién matriz de violeta de cresilo “ECHT” al 2%

Violeta de 2

cresilo mg

Agua destilada 100
ml

B. Solucién estabilizadora de acetato de sodio

Acetato de sodio 2 mg
Agua destilada 1000 ml
Acido acético | 3 ml
glacial

Preparar con la solucion Ay B la solucién de trabajo C



C. Solucion diaria o de trabajo de violeta de cresilo “ECTH”

Solucién matriz de violeta de cresilo al 2% 85 ml
Solucién estabilizadora 165 ml
Volumen total 250 ml

Procedimiento:

1. Se cortd el tejido en secciones de 200 um, las cuales se colocaron en

laminillas gelatinizadas al 2%, y se dejaran secar.

2. Se colocaron en la solucion diaria o de trabajo de violeta de cresilo “ECTH”

40 min (depende el tiempo, al grosor del tejido).

3. Se diferenciaron rapidamente en alcohol al 75% (30 seg.).

4. Se deshidrataron en alcohol x2 (90%) 2 min, x2 (100%) 3 min y se

aclararon con xileno (30 min).

5. Se montaron usando resina sintética.

5.9 Analisis de resultados morfoldgicos.

La evaluaciéon de los datos morfologicos se realiz6 mediante el andlisis de Sholl,
el cual consiste en trazar una serie de circulos concéntricos alrededor del cuerpo
de la neurona y de esta manera determinar el nimero de dendritas que
interceptan cada uno de los circulos. Para el analisis, cada caso fue representado
por el valor promedio obtenido por cada circulo de radio diferente (existe 10 um
de diferencia entre cada circulo que antecede a otro), obteniéndose el nimero de

dendritas que cruzan cada circulo de tal forma que se realiz6 una grafica con el



namero de intersecciones entre las dendritas identificadas y cada circulo
concéntrico contra el nimero ordinal de cada circulo que se encuentra a 10 um
uno de otro. La densidad de espinas dendriticas se obtuvo mediante el promedio
del nimero de espinas cuantificas por cada 10 micras de longitud por cada

dendrita analizada.
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Figura 7. Diagrama de la plantilla de discos concéntricos para el andlisis de Sholl. Cada disco
concéntrico esta calibrado para que el primer circulo corresponda a un radio de 10 um, el
segundo a 20um y sucesivamente todos representan 10 um mas.

5.10 Andlisis de estereologia.

Otro grupo de ratas (5 animales por grupo), fue anestesiada con pentobarbital
sbédico (75 mg/kg ip) y perfundidas con solucién salina al 0.9 %, posteriormente
los cerebros de cada una de las ratas fue extraido y colocado en parafomaldehido
al 4% en 0.1 M de solucion amortiguadora de fosfatos. Un dia antes de que
dichos cerebros fueran seccionados fueron sometidos a refrigeracion en agua
destilada, posteriormente, se obtuvieron cortes coronales de 40 um de grosor al
nivel de la corteza media prefrontal, nicleo accumbens, amigdala basolateral e

hipocampo mediante un vibratomo (model 2000, Leica, Germany). Para la



realizacion del analisis estereoldgico, cada corte obtenido previamente fue
montado en portaobjetos polarizados, para después ser sometidos al colorante
violeta de cresilo, realizando cada uno de los pasos descritos anteriormente en el
protocolo de tincion de Nissl. Una vez que las células estaban tefidas, estas
fueron cuantificadas con un microscopio Olympus BH2 acoplado a una camara
digital color CDD, la cual estaba conectada a un sistema analizador de imagenes
para estereologia (Bioscience Stereo Investigator System). Se realiz6 la
cuantificacion de neuronas mediante este sistema en 4 secciones de cada uno de
los animales, para obtener el valor promedio que nos permitiera comparar a cada
uno de los grupos estudiados, dicha cuantificacion se realizdé en un area de 900
um? y considerando una profundidad del tejido de 10 pm para cada una de las

regiones estudiadas.

Figura 8. Fotografia del equipo de medicion de estereologia. a).- Microscopio Optico, b).- Camara
digital Color CCD, c¢).- Unidad de control, d).- Palanca, €).- PC con tarjeta de video, programa
bioscience stereo investigator, monitor LCD.



5.11 Anélisis de la concentracion de tirosina hidroxilasa.

Para realizar la evaluacion de la concentracion de tirosina hidroxilasa (TH), se
realizé un andlisis inmunohistoquimico utilizando anticuerpo contra TH. Después
de haber obtenido los cortes en el vibratomo de los 5 animales de cada grupo a
nivel del Nacc y del CPu, se efectulo el siguiente protocolo:
Dia 1: 1.-Lavado con solucion amortiguadora de fosfatos 1 X
2.- Lavado con solucién amortiguadora de fosfatos 1 X + 1% tween +
3% H,05.
3.- Incubacion de 1 hora al 1% con suero normal de caballo.
4.- Incubacién durante toda la noche con el ler. anticuerpo con una
dilucion 1:250 (MsX Tysorine MAB318).
Dia 2: 5.-Lavado con solucion amortiguadora de fosfatos 1 X
6.- Incubacion con el anticuerpo secundario (Biotinylated anti-mouse
IgG) con una dilucion 1:100.
7.- Incubacién con la solucién ABC (avidin + peroxidasa de rabano +
PBS 1X).

8.-Incubacién con el cromégeno tetrahidroclorato de
diaminobencidina (DAB).

9.- Montaje de las laminillas con cubreobjetos.

Para la realizacion del andlisis de los niveles de TH se tomaron imagenes a nivel
de Cpu y del Nacc con la ayuda de un microscopio Olympus BH2 acoplado a una
camara digital color CDD, de donde se obtuvieron 10 imagenes por seccion en
cada uno de los grupos para ser analizados por el programa Image Pro-Plus para
medir los niveles de densidad Optica y obtener los promedios de los datos para
cada uno de los grupos a comparar. Finalmente, estos resultados fueron

analizados estadisticamente con el programa Graph Pad 4.0



5.12 Anédlisis estadistico.

El analisis de los resultados de las pruebas conductuales, asi como de los analisis
morfologicos, estereoldgicos e inmunohistoquimicos se realizaron mediante una
ANOVA de dos vias comparandose los cuatro grupos Yy se tomaron como
factores independientes el tratamiento con cerebrolisina y la lesion del animal. Se
consideré significativa la diferencia cuando p<0.05, posteriormente fue aplicada
una prueba post hoc de Bonferroni. Este analisis se realizé con la ayuda del

programa Graph Pad version 4.0



VI. Resultados.

6.1 Actividad locomotora.

Diversos estudios han demostrado que el modelo de lesion neonatal del
hipocampo ventral induce un incremento en la actividad locomotora ante un
ambiente novedoso (Lipska y cols., 1993; Flores y cols. 1996; Brake y cols. 1999).
En la figura 9 se observa que durante los primeros 50 minutos, los cuatro grupos
de animales de 60 dias de edad muestran un ligero incremento de la actividad
locomotora, como resultado de la conducta exploratoria ante un ambiente
novedoso; sin embargo, en el periodo de tiempo entre el minuto 90 al minuto 120
de la prueba, se puede apreciar una mayor actividad en el grupo de animales
lesionados que recibid solamente vehiculo (ANOVA dos vias P<0.05), en
comparacion con los grupos de animales control que recibieron el tratamiento con

cerebrolisina y con vehiculo.

Ademas se realizO un analisis de datos de los movimientos totales obtenidos
durante los 120 minutos de toda la prueba (ANOVA dos vias, Cbl; F; 33 =11.6, P <
0.001; interaccion de la lesion con Cbl; F; 33 = 16.8, P < 0.001), en donde se
observa un incremento significativo en los animales LNHV que recibieron vehiculo
(P <0.01) comparados con el grupo de animales control-vehiculo (Fig. 10).
Asimismo, en esta misma figura se muestra claramente el efecto de la
cerebrolisina en el grupo de animales LNHV al reducir la hiperlocomocion
caracteristica de los mismos. Los resultados también nos indican que no existen

diferencias entre los grupos controles tratados con vehiculo o con cerebrolisina.

Existen varios reportes que demuestran que las ratas LNHV a la edad postpuber
manifiestan una respuesta de hiperlocomociéon mayor durante esta prueba cuando
reciben una dosis de 1 mg/kg de anfetamina (Lipska y cols.,1993; Lipska y
Weinberger, 1995; Flores y cols., 1996a). Es importante mencionar que los
resultados obtenidos durante el desarrollo del presente trabajo muestran que la

actividad locomotora en las ratas LNHV que recibieron una dosis de anfetamina de



1 mg/kg fue mucho mayor a la respuesta observada en los animales LNHV en la
prueba de actividad locomotora ante ambiente novedoso (ANOVA dos vias,
interaccion de la lesion con Cbl; F1, 28 = 7.8, P < 0.01). Sin embargo, fue
interesante observar que la cerebrolisina disminuye dicha hiperactividad en los
animales LNHV que recibieron dicho tratamiento, mientras que en los animales
controles que recibieron tanto vehiculo como cerebrolisina no mostraron cambios
significativos (Fig. 12). Asi también, se observa que la aplicacién del vehiculo no

indujo cambio alguno durante la prueba (Fig. 11).

Actividad locomotora acumulada
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Figura 9. Actividad locomotora acumulada ante ambiente novedoso de ratas Sprague Dawley de
PN60 con lesién neonatal de hipocampo ventral (LNHV) tratadas con cerebrolisina y vehiculo, asi
como, sus respectivos controles. Los valores indican la media de los desplazamientos acumulados
por intervalos de tiempo de 10 minutos + EEM. N = 10 ratas por grupo (*P <0.001 con respecto al
grupo LNHV + vehiculo).
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Figura 10. Actividad locomotora total de ratas Sprague Dawley de PN60 con lesién neonatal de
hipocampo ventral (LNHV) tratadas con cerebrolisina y vehiculo, asi como, sus respectivos
controles. Los valores indican la media de los desplazamientos totales durante 120 minutos +
EEM. N = 10 ratas por grupo.
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Figura 11. Perfil temporal de la Actividad locomotora de ratas Sprague Dawley de PN60 con lesion
neonatal de hipocampo ventral (LNHV) tratadas con cerebrolisina y vehiculo, asi como, sus
respectivos controles, las cuales recibieron una dosis de 1 mg/kg de anfetamina en el minuto 180
de la prueba condutual. Los valores indican la media de los desplazamientos acumulados por
intervalos de tiempo de 10 minutos + EEM. N = 10 ratas por grupo.
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Figura 12. Actividad locomotora total de ratas Sprague Dawley de PN60 con lesidon neonatal de
hipocampo ventral (LNHV) tratadas con cerebrolisina y vehiculo, asi como, sus respectivos
controles, a las cuales se les aplico 1 mg/kg de anfetamina. Los valores indican la media de los
desplazamientos totales durante 120 minutos + EEM. N = 10 ratas por grupo.

6.2 Interaccién Social.

La interaccion social en las ratas LNHV es otra alteracion conductual que se
presenta en dichos animales como consecuencia del dafio inducido en el
hipocampo ventral en etapa neonatal (Sams-Dodd y cols., 1997; Becker y cols.,
1999; Silva-Gomez y cols., 2003b; Flores y cols., 2005b), por lo que nuestros
resultados confirman dichos estudios al observar una disminucion en el tiempo
total de contacto (ANOVA dos vias, lesion; F; 1= 4.9, P < 0.05) en los animales
LNHV comparados con el grupo control, los cuales fueron administrados
Unicamente con vehiculo (Fig. 13), mientras que el nimero total de contactos no
fue un aspecto alterado en la conducta de dichos animales (Fig. 14). Sin embargo,
es evidente que el tratamiento con cerebrolisina disminuye la alteracién en el
tiempo de interaccion social que se presenta en las ratas LNHV, haciendo que

estas manifiesten un incremento en el tiempo total de contactos (Fig. 13).
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Figura 13. Tiempo total de contacto durante la prueba de interaccién social en ratas Sprague
Dawley de PN60 con lesién neonatal del hipocampo ventral (LNHV) tratadas con cerebrolisina y
vehiculo, asi como, sus respectivos controles. Los valores indican la media del tiempo total de
contacto + EEM. N = 8 pares de ratas por grupo.
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Figura. 14. Numero total de contactos durante la prueba de interaccion social en ratas Sprague
Dawley de PN60 con lesion neonatal del hipocampo ventral (LNHV) tratadas con cerebrolisina y
vehiculo, asi como, sus respectivos controles. Los valores indican la media del nimero total de
contactos + EEM. N = 8 pares de ratas por grupo.



6.3 Inhibicién de larespuesta de sobresalto por el prepulso.

El analisis de la amplitud de sobresalto medida en los animales LNHV muestran
que la lesion y el tratamiento con cerebrolisina no inducen cambio alguno en la
respuesta ante dicha prueba (Fig. 15). Sin embargo, los efectos de la cerebrolisina
se muestran en el porcentaje de inhibicion de prepulso (Fig. 16). El analisis
estadistico de el ANOVA de dos vias indica un efecto importante del tratamiento
con cerebrolisina (F, 112=12.5; P < 0.0001), asi como una diferencia significativa
en la interaccion de la lesion con el tratamiento (F, 112=2.04; P < 0.05). Por lo
que, con estos datos podemos observar el efecto de la cerebrolisina al revertir la
alteracién generada por la lesién en la respuesta de la inhibicién de prepulso.

La prueba post hoc aplicada a los resultados de esta prueba indica que las ratas
LNHV que recibieron vehiculo presentan una disminucion en la inhibicién del
prepulso en el ensayo cuyos valores de prepulso-pulso fueron 75-105 (P <0.05)
(Fig. 16). Estos resultados concuerdan con estudios previos realizados en este
modelo (Le Pen y cols., 2003b; Lipska y cols., 1995). Ademas, los grupos
controles que recibieron tanto cerebrolisina como vehiculo no mostraron cambios

significativos.
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Figura 15. Amplitud de la respuesta de sobresalto en ratas Sprague Dawley de PN60 con lesion
neonatal del hipocampo ventral (LNHV) tratadas con cerebrolisina y vehiculo, asi como, sus
respectivos controles. Los valores indican la media de la respuesta de sobresalto expresada en
gramos + EEM. N = 10 ratas por grupo.
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Figura 16. Inhibicion de prepulso en ratas ratas Sprague Dawley de PN60 con lesion neonatal del
hipocampo ventral (LNHV) tratadas con cerebrolisina y vehiculo, asi como, sus respectivos
controles. Los valores indican la media del % de inhibicion de prepulso + EEM. N = 10 ratas por

grupo.



6.4 Morfologia dendritica.

El analisis morfoldgico utilizando la técnica de Golgi-Cox fue realizado en un total
de 2000 neuronas provenientes de 40 animales tanto experimentales como
controles. Los pardmetros evaluados en este andlisis comprenden: la longitud
dendritica total, el nUmero maximo de orden y la densidad de espinas dendriticas
en 10 um. Estos parametros fueron evaluados en 800 neuronas piramidales de la
corteza media prefrontal de la capa lll y V, 400 neuronas espinosas mediadas del
ndcleo accumbens, 400 neuronas espinosas medianas del caudado putamen y

400 neuronas piramidales de la amigdala basolateral.

Estudios previos obtenidos de nuestro grupo de trabajo de laboratorio, han
demostrado que la lesion neonatal del hipocampo ventral induce una retraccion
dendritica, asi como, una pérdida de espinas dendriticas en las neuronas
piramidales de la corteza media prefrontal (CPFm) Capa Il (Flores y cols., 2005a,
Alquicer y cols., 2008). Por lo que, en los resultados del analisis morfologico de las
neuronas de la CPFm Capa lll muestran una disminucion en la longitud dendritica
en las ratas LNHV administradas con vehiculo con respecto a sus controles
(ANOVA dos vias, interaccion de la lesion con Cbl; F1, 36 = 8.6, P < 0.0) (Fig. 17c),
asi también esta misma alteracién inducida por la lesion se observa en la longitud
dendritica de las neuronas piramidales de la capa V de la CPFm (ANOVA, lesion;
F1 36 =20, P <0.01; Cbl; F; 36 = 17, P < 0.01; interaccién de la lesion con Cbl; Fy
36 = 30, P < 0.01) (Fig. 18c), en las neuronas piramidales de la amigdala
basolateral (ANOVA, lesion; F; 25 = 10.1, P < 0.05) (Fig. 19c) y en la neuronas
espinosas medianas del nucleo accumbens (ANOVA dos vias, lesion; F; 36 = 8.3,
P < 0.01)(Fig. 20c). De manera interesante, el tratamiento con cerebrolisina
disminuye la hipotrofia presentada en la neuronas piramidales de la CPFm, de la
amigdala basolateral y en las neuronas espinosas mediadas del Nacc en las ratas
LNHV. Por otro lado, las neuronas espinosas medianas del caudado putamen no
muestran cambios en su longitud dendritica inducidos por la lesion ni por la

cerebrolisina (Fig. 21c). Tampoco se encontraron diferencias en la evaluacién de



este parametro morfologico en los grupos controles que recibieron cerebrolisina o
vehiculo (Fig. 17-21).

El analisis realizado en las espinas dendriticas de las neuronas anteriormente
mencionadas se muestran de la figura 17d a la figura 21d. Los resultados
obtenidos en la evaluaciébn de este parametro morfolégico confirman estudios
previos (Flores y cols., 2005a, Alquicer y cols., 2008) sobre el efecto de la lesién
neonatal del hipocampo ventral en la disminucién de la densidad de espinas
dendriticas de las neuronas piramidales de la CPFm capa Ill (ANOVA dos vias,
interaccion de la lesion con Cbl; F; 36 = 7.6, P < 0.01)(Fig. 17d). Por otro lado, no
se encontraron cambios en la densidad de espinas dendriticas de las neuronas de
la CPFm capa V en los animales LNHV tratados con vehiculo respecto a los
animales controles (Fig 18d). Ademas, las neuronas piramidales de la amigdala
basolateral en los animales LNHV con y sin tratamiento con cerebrolisina
presentan una disminucion en la densidad de sus espinas dendriticas comparados
con sus respectivos grupos controles ( ANOVA dos vias, lesién; F1, 28 = 13.3, P <
0.05)(Fig. 19d). En cuanto a la densidad de espinas de las neuronas espinosas
medianas del Nacc y del CPu, estas no mostraron cambios significativos entre los
animales LNHV que recibieron vehiculo y los animales control-vehiculo (Fig. 20d y
21d). Con todo esto, es importante sefialar que el principal efecto de la
cerebrolisina sobre la densidad de espinas dendriticas de las neuronas estudiadas
se presenta en la CPFm capa lll, en donde la cerebrolisina genera una
recuperacion en las espinas de las neuronas de los animales LNHV.

Otro pardametro morfolégico evaluado por medio del andlisis de Sholl fue la
longitud por niumero de orden dendritico. De manera interesante, este analisis de
orden dendritico muestra que las neuronas de la CPFm Capa lll presentan una
reduccion en la longitud de las dendritas de orden cuarto y quinto en los animales
LNHV (ANOVA dos vias, Cbl: Fg 283 = 2.86, P < 0.05; orden dendritico: F7 g3 =
349, P < 0.001)(Fig. 17e), asi como en la longitud de las dendritas de orden

tercero, cuarto y quinto de las neuronas piramidales de la capa V (ANOVA dos



vias, Cbl: F3, 245 = 22.7, P < 0.001; orden dendritico: F7, 245 = 376, P < 0.001;
interaccion de orden dendritico con Cbl: Fig 245 = 4.66, P < 0.001) (Fig. 18e).
Asimismo se observa claramente en las mismas figuras que la cerebrolisina
disminuye las alteraciones presentadas en dichas neuronas. Este mismo analisis
aplicado a las neuronas de la amigdala basolateral, revelan que la lesiébn genera
una disminucion en la longitud de la dendritas de cuarto orden de estas neuronas
(ANOVA dos vias, Cbhl: F3 25, = 3.8, P = 0.03; orden dendritico: Fg 25, = 200, P <
0.001; interaccion entre Cbl y orden dendritico; Fo4 252 = 1.64, P = 0.03), la ctal se
revierte por efecto de la cerebrolisina (Fig 19e). Este efecto se observa de manera
similar en las neuronas espinosas medianas del Nacc a nivel del tercer orden
dendritico (ANOVA dos vias, Cbl: F3 210 = 4.4, P < 0.01; orden dendritico: Fs 210 =
357, P < 0.001)(Fig. 20e). Sin embargo, las neuronas espinosas medianas del

CPu no presentan cambios en la longitud de orden dendritico (Fig. 21e).
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Figura 17. Andlisis del efecto de la cerebrolisina (Cbl) sobre la morfologia de las neuronas
piramidales de la CPFm Capa lll a edad posuber (PN60). N =10 animales por grupo.
a) Fotomicrografia que muestra una neurona piramidal de la CPFm Capa lll procesada
mediante la técnica de tincion de Golgi-Cox. b) Representaciébn esquematica de los
dibujos obtenidos de la dendritas basilares de las neuronas de la CPfm capa lll. ¢)
Andlisis de la longitud dendritica total que muestra una disminucién de este parametro en
las neuronas de las ratas LNHV, asi como el efecto de la cerebrolisina al revertir la
disminucién de la longitud dendritica provocada por la lesién neonatal del hipocampo
ventral. d) Analisis de la densidad de espinas dendriticas, el cual muestra que las ratas
LNHYV tratadas con vehiculo presentan una disminucion en el nUmero de espinas de estas
neuronas. e) Analisis de la longitud de orden dendritico, el cual muestra que las ratas
LNHYV tratadas con vehiculo presentan una disminucién en la longitud de las dendritas de
orden cuarto y quinto (p<0.01), la cual se ve revertida por el efecto de la cerebrolisina en
las ratas LNHV.
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Figura 18. Andlisis del efecto de la cerebrolisina (Cbl) sobre la morfologia de las neuronas
piramidales de la CPFm Capa V a edad posuber (PN60). N =10 animales por grupo. a)
Fotomicrografia que muestra una neurona piramidal de la CPFm Capa V procesada
mediante la técnica de tincion de Golgi-Cox. b) Representacién esquematica de los
dibujos obtenidos de la dendritas basilares de las neuronas de la CPfm Capa V. ¢)
Analisis de la longitud dendritica total que muestra una disminucion de este parametro en
las neuronas de las ratas LNHV, asi como el efecto de la cerebrolisina al revertir la
disminucién de la longitud dendritica provocada por la lesion neonatal del hipocampo
ventral. d) Andlisis de densidad de espinas dendriticas, el cual muestra que no existe
diferencias en ninguno de los grupos estudiados. e) Analisis de la longitud de orden
dendritico, el cual muestra que las ratas LNHV tratadas con vehiculo presentan una
disminucion en la longitud de las dendritas de orden tercero, cuarto y quinto (p<0.01), la

cual se ve revertida por el efecto de la cerebrolisina en las ratas LNHV.
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Figura 19. Andlisis del efecto de la cerebrolisina (Cbl) sobre la morfologia de las neuronas
piramidales de la amigdala basolateral a edad pospuber (PN60). N =10 animales por
grupo. a) Fotomicrografia que muestra una neurona piramidal de la amigdala bxasolateral
procesada mediante la técnica de tincion de Golgi-Cox. b) Representacién esquematica
de los dibujos obtenidos de las dendritas basilares de las neuronas de la Amigdala
Basolateral. ¢) Analisis de la longitud dendritica total que muestra una disminucion de este
parametro en las neuronas de las ratas LNHV, asi como el efecto de la cerebrolisina al
revertir la disminucién de la longitud dendritica provocada por la lesibn neonatal del
hipocampo ventral. d) Densidad de espinas dendriticas. La densidad de espinas
dendriticas disminuye en las ratas LNHV. El tratamiento con cerebrolisina reduce la
pérdida de espinas dendriticas presentes en las ratas LNHV, sin llegar a los valores de los
animales controles. e) Andlisis de longitud de orden dendritico, el cual muestra que las
ratas LNHV tratadas con vehiculo presentan una disminucion en la longitud de las
dendritas de orden tercero y cuarto (p<0.01), la cual se ve revertida por el efecto de la

cerebrolisina en las ratas LNHV.
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Figura 20. Andlisis del efecto de la cerebrolisina (Cbl) sobre la morfologia de las neuronas
espinosas medianas del ndcleo accumbens (Nacc) a edad postpuber (PN60). N =10
animales por grupo. a) Fotomicrografia que muestra una neurona espinosa mediana del
nucleo accumbens procesada mediante la técnica de tincion de Golgi-Cox. b)
Representacion esquematica de los dibujos obtenidos de las dendritas de las neuronas
espinosas medianas del nicleo accumbens. c) Analisis de la longitud dendritica total que
muestra una disminucion de este parametro en las neuronas de las ratas LNHV, asi como
el efecto de la cerebrolisina al revertir la disminucion de la longitud dendritica provocada
por la lesi6bn neonatal del hipocampo ventral. d) Densidad de espinas dendriticas. La
densidad de espinas dendriticas muestra un aumento en las ratas con falsa lesién
tratadas con cerebrolisina. €) Andlisis de longitud de orden dendritico, el cual muestra que
las ratas LNHYV tratadas con vehiculo presentan una disminucién en la longitud de las
dendritas de tercer orden (p<0.01), la cual se ve revertida por el efecto de la cerebrolisina

en las ratas LNHV.
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Figura 21. Andlisis del efecto de la cerebrolisina (Cbl) sobre la morfologia de las neuronas
espinosas medianas del caudado putamen (CPu) a edad postpuber (PN60). N =10
animales por grupo. a) Fotomicrografia que muestra una neurona espinosa mediana del
CPu procesada mediante la técnica de tincion de Golgi-Cox. b) Andlisis de la longitud
dendritica total que muestra que no existen cambios en ninguno de los grupos
experimentales. c) Densidad de espinas dendriticas, en donde no hay cambios
significativos. e) Andlisis de longitud de orden dendritico en donde tampoco existen

diferencias significativas.



6.5 Andlisis de densidad neuronal por estereologia.

La estereologia es un conjunto de métodos disefiados para la realizacion de un
riguroso analisis cuantitativo de tamafio, forma y numero de células. Debido a eso,
en el presente estudio se realizé un analisis cuantitativo para estimar el nimero de
células en cinco regiones del sistema limbico, las cuales fueron: corteza media
prefrontal, amigdala basolateral, nicleo accumbens coraza, ndcleo accumbens
centro y caudado putamen, con la finalidad de que los resultados nos permitieran
relacionar cambios anatomicos presentes en el modelo de lesion neonatal del

hipocampo ventral, asi como el efecto de la cerebrolisina sobre estos.

El analisis estereoldgico de las neuronas de la corteza prefrontal y la Amigdala
Basolateral impregnadas con violeta de cresilo utilizando la técnica de tincion de
Nissl se muestran en las figuras 22 y 23 respectivamente. La cuantificacién de
neuronas realizada en la CPFm y la amigdala basolateral, muestra que existe una
reduccion en el numero de neuronas en las ratas LNHV que recibieron anicamente
vehiculo tanto en la CPFm (ANOVA dos vias, interaccion de la lesion con Cbl; F;,
12 = 21, P <0.001) (Fig. 22), como en la amigdala basolateral (ANOVA dos vias ,
lesion; F1, 12 =9, P =0.01; Cbl; Fy 12 = 10.6, P < 0.01; interaccion de la lesion con
Chl; Fy, 12 = 3.7, P = 0.07) (Fig. 23), en comparacion con las ratas controles que
recibieron vehiculo (P < 0.01). En estas mismas figuras, se puede apreciar que las
ratas LNHV que recibieron el tratamiento con cerebrolisina presentan una
disminucion en la pérdida de neuronas en estas mismas regiones. Asi mismo, se
muestra en la regiéon de ndcleo accumbens (NAcc) Core, que la cerebrolisna
aumenté el numero de neuronas en esta area en ratas LNHV (ANOVA dos vias,
interaccion de la lesién con Cbl; F; 12 = 5.8, P < 0.05) en comparacion con el
grupo de ratas LNHV-vehiculo, las cuales no manifiestan una reduccion de células
como se presenta en la CPFm y en la amigdala basolateral (Fig. 25). Es
interesante sefalar, que la respuesta encontrada en CPu fue totalmente opuesta
a la que se presenta en la CPFm. la amigdala basolateral y el Nacc centro, debido

a gue las ratas LNHV tratadas con cerebrolisina presentan una disminucion de



neuronas en esta zona en comparacion con las ratas LNHV que recibieron
vehiculo (ANOVA dos vias, lesion; Fq,12 = 18.6, P < 0.01; Cbl; F1, 1223 =18.7, P <
0.01; interaccion de la lesion con Cbl; F; 12 = 13, P < 0.01) (Fig. 26). Ademas, la
lesion no generd ningun efecto significativo en el nimero de neuronas en las
regiones de NAcc centro y CPu (Fig. 25 y 26). Finalmente la zona del Nacc coraza
no presentd cambios significativos en el nUmero de neuronas en ninguno de los

grupos estudiados (Fig. 24).
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Figura 22. Andlisis estereoldgico de neuronas de la corteza media prefrontal (CPFm). a)
Representacion grafica de la cuantificacion de neuronas de la CPFm, (n = 5 animales por
grupo). Se observa una disminucién de neuronas en el grupo LNHV-vehiculo, dicho
efecto se revierte con el tratamiento con cerebrolisina en los animales LNHV que
recibieron el farmaco. b) Fotomicrografias de las neuronas tefiidas con violeta de cresilo
mediante la tincion de Nissl en cada uno de los grupos estudiados.
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Figura 23. Andlisis estereoldgico de neuronas de la amigdala basolateral. a)
Representacién grafica de la cuantificacion de neuronas de la amigdala basolateral, (n =
5 animales por grupo). Se observa una disminucién de neuronas en el grupo LNHV-
vehiculo, dicho efecto se revierte con el tratamiento con cerebrolisina en los animales
LNHV que recibieron el farmaco. b) Fotomicrografias de las neuronas tefiidas con violeta
de crecilo mediante la tincion de Nissl en cada uno de los grupos estudiados.
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Figura 24. Analisis estereoldgico de neuronas del nucleo accumbens coraza. a)
Representacion grafica de la cuantificacién de neuronas del Nacc coraza, (n = 5 animales
por grupo). No se observan diferencias significativas en ninguno de los grupos
analizados. b) Fotomicrografias de las neuronas tefiidas con violeta de cresilo mediante
la tincion de Nissl en cada uno de los grupos estudiados.
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Figura 25. Analisis estereologico de neuronas del nicleo accumbens centro. a)
Representacion grafica de la cuantificacion de neuronas del Nacc centro, (n = 5 animales
por grupo). Se muestra que la cerebrolisna esta incrementando el nimero de neuronas
en esta area en ratas LNHV en comparacién con el grupo de ratas LNHV-vehiculo, las
cuales no manifiestan una reduccion de células. b) Fotomicrografias de las neuronas
tefiidas con violeta de cresilo mediante la tincion de Nissl.
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Figura 26. Andlisis estereoldgico de neuronas del caudado putamen. a) Representacion
grafica de la cuantificacion de neuronas del CPu, (n = 5 animales por grupo). Se muestra
gue la cerebrolisina esta disminuyendo el nimero de neuronas en ratas LNHV en
comparacion con el grupo de ratas LNHV-vehiculo b) Fotomicrografias de las neuronas
tefiidas con violeta de crecilo mediante la tincion de Nissl en cada uno de los grupos
estudiados.



6.6 Andlisis de la densidad de tirosina hidroxilasa.

De acuerdo con los cambios conductuales y neuroanatomicos inducidos por el
efecto de la lesién neonatal del hipocampo ventral, se ha sugerido que existe un
incremento en la funcién dopaminérgica en el Nacc (Lipska y cols., 1993; Flores y
cols.,1996a; Brake y cols., 1999). Los resultados muestran que esta hiperactividad
dopaminérgica se encuentra expresada en la region del NAcc Shell, sin cambios
en el Nacc centro y en el CPu. Dicha alteracion fue encontrada al medir la
cantidad de tirosina hidroxilasa en estas regiones, la cual es una enzima
indispensable para la sintesis de dopamina. Los resultados muestran que existe
un incremento de tirosina hidroxilasa en las ratas LNHV-vehiculo en el Nacc
coraza (ANOVA, interaccion de la lesiébn con Cbl; F; 12 = 30, P < 0.001)
comparadas con las ratas controles-vehiculo (P < 0.01) (Fig. 27a). Esta alteracion
no se presenta en el Nacc centro y CPu en estos mismos animales (Fig. 27c y
28a). Sin embargo, es interesante sefalar que la cerebrolisina disminuye esta
hiperexpresion de la tirosina hidroxilasa en las ratas LNHV-cerebrolisina

comparadas con las ratas LNHV-vehiculo (P < 0.05) (Fig. 27a).
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Figura 27. a) Analisis de densidad para la cuantificacion de tirosina hidroxilasa en el Nacc
coraza (n = 5 animales por grupo), se observa un incremento de la expresion de esta
enzima en las ratas LNHV-vehiculo, dicho efecto se ve reducido por la cerebrolisina en el
grupo de animales LNHV-cerebrolisina. b) Imagenes de microscopio 6ptico en donde se
muestra la inmunihistoquimica realizada con un anticuerpo contra la tirosina hidroxilasa
en el Nacc coraza. Representacion grafica del analisis de densidad para la cuantificacion
de tirosina hidroxilasa en el Nacc centro (n = 5 animales por grupo), no se encontraron
cambios significativos en ninguno de los grupos experimentales.
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Figura 28. a) Andlisis de densidad para la cuantificacién de tirosina hidroxilasa en el CPu
(n = 5 animales por grupo), no se encontraron cambios significativos en ninguno de los
grupos experimentales. b) Imagenes de microscopio 6ptico en donde se muestra la
inmunihistogquimica realizada con un anticuerpo contra la tirosina hidroxilasa en el CPu.

6.7 Verificacion de la Lesion.

Los cortes histoldégicos coronales obtenidos de los animales LNHV a edad
postpuber (PN60) fueron tefiidos con violeta de cresilo mediante la técnica de
tincién de Nissl para observar el dafio bilateral provocado por la lesion realizada
con el &cido iboténico en el hipocampo ventral (Fig. 29). Unicamente los animales
con lesion bilateral en el hipocampo ventral fueron incluidos en este estudio. Los

cerebros de los animales controles no muestran alteraciones morfolégicas a este

nivel.

Figura 29. Fotografia de un corte coronal de un cerebro de rata LNHV tefiido con violeta de cresilo
a nivel del hipocampo ventral en donde se muestra una retraccion de tejido, gliosis y pérdida
neuronal a edad postpuber (PN60). Las Lineas indican la zona de la lesion



VII. Discusién.

Los resultados presentados en este trabajo han demostrado que la cerebrolisina
disminuye las alteraciones conductuales inducidas por la lesion neonatal del
hipocampo ventral a edad postpuber en la locomocién ante ambiente novedoso y
la hiperlocomocién inducida por la aplicacion de la anfetamina, asi como en la
interaccion social y la inhibicion por prepulso sobre la respuesta de sobresalto.
Estas dos ultimas deficiencias conductuales, concuerdan con estudios previos
realizados en este modelo (Becker y cols., 1999; Le Pen y cols., 2003; Silva-
Gomez y cols., 2003a; Flores y cols., 2005) y que a su vez también se manifiestan
en pacientes esquizofrénicos (Tseng y cols., 2009). De manera consistente con
estos hallazgos, los resultados presentados en este trabajo, demuestran que la
cerebrolisina también tiene un efecto sobre la morfologia dendritica de las
regiones limbicas estudiadas en ratas LNHV, en donde este farmaco revierte en
parte la hipotrofia dendritica generada por el efecto de la lesion neonatal del
hipocampo ventral (LNHV). Asimismo, es importante mencionar que por primera
vez mediante un analisis de cuantificacion neuronal por estereologia, se ha
encontrado que la lesién neonatal del hipocampo ventral provoca una disminucion
en el niumero de neuronas de la CPFm y de la amigdala basolateral, y que dicho
dafio es revertido en gran medida por el tratamiento con cerebrolisina. De manera
similar, se ha encontrado que la cerebrolisina reduce la hiperactividad
dopaminérgica presente en las ratas LNHV, la cual habia sido reportada como
responsable de algunas alteraciones conductuales relacionadas con la
hiperlocomocion que se presenta en este modelo (Flores y cols., 1996; Wan y
cols., 1996; Chrapusta y cols., 2003).

Se ha reportado que las ratas LNHV presentan a edad postpuber un incremento
en la actividad locomotora ante ambiente novedoso y una alta hiperactividad
locomotora cuando reciben un estimulo mediante la aplicacion de anfetamina,
dichas alteraciones han sido relacionadas fuertemente con la hiperactividad

dopaminérgica presente en regiones mesolimbicas en este modelo animal



(Alguicer y cols., 2004; Flores y cols., 1996a, 2005b; Lispka y cols., 1993; Wan y
cols., 1996; Brake y cols., 1999; Chrapusta y cols., 2003). EI mecanismo por el
cual la LNHV induce estas respuestas de hiperactividad en ambas condiciones
aun no esta determinado, sin embargo varios estudios han reportado que dichos
cambios conductuales estan relacionados con la hiperactividad dopaminérgica del
sistema mesolimbico, debido a que el tratamiento con haloperidol y clozapina, los
cuales son antagonistas dopaminergicos, producen un efecto supresor sobre la
hiperactividad de las ratas LNHV bajo las condiciones antes mencionadas (Lispka
y Weinberger, 1994; Negrete-Diaz y cols., 2010). De manera interesante, hemos
visto en los resultados del presente estudio que el incremento de tirosina
hidroxilasa (TH) en el Nacc coraza fue revertido por la cerebrolisina en los
animales LNHV. Ademas, se encontré que la cerebrolisina disminuye la

deficiencia en la inhibicidn por prepulso mostrada en las ratas LNHV.

Como se sabe, la inhibicion por prepulso (PPI) es una prueba que nos indica la
capacidad de un individuo para filtrar la informacién sensorial. Esta alteracion
conductual es caracteristica de los pacientes esquizofrénicos, la cual, se ha
demostrado que puede ser revertida por algunos antipsicéticos (Kumari y Sharma,
2002) e inducida con tratamientos farmacologicos utilizando agonistas de
receptores dopaminérgicos y antagonistas del receptores glutamatérgicos (Geyer
y cols., 2001), o bien por efecto de la LNHV (Lipska y cols., 1995). Por otro lado,
se ha demostrado que, antagonistas dopaminérgicos como la clozapina o la
risperidona atentan significativamente el déficit de la inhibicion por prepulso (PPI)
inducido por la LNHV (Le Pen y Moreau, 2002; Rueter y cols., 2004). Por todo lo
anterior, se ha sugerido que la LNHV promueve una hiperactividad dopaminérgica
en el sistema mesolimbico, la cual, se ve reflejada una deficiencia de la respuesta
de la inhibicion por prepulso, esta alteracion conductual, fue revertida en las ratas

LNHV cuando fueron tratadas con cerebrolisina.

Como se ha sefialado anteriormente en los antecedentes de este trabajo, los

pacientes esquizofrénicos presentan lo que se conoce como sintomas negativos,



tales como: alogia, apatia, y una disminucion de la interaccion social. EI modelo
de LNHV ha mostrado también que induce a una reduccion de la interaccion
social en los animales lesionados (Sams-Dodd et al., 1997; Becker et al., 1999).
Dentro de los resultados mostrados en este trabajo, hemos visto que las ratas
LNHV-vehiculo manifestaron una disminucion en el tiempo total de interaccion
social y que de manera importante dicha deficiencia fue revertida en las ratas
LNHV que recibieron el tratamiento con cerebrolisina. La deficiencia de la
interaccion social inducida por el efecto de la lesion, puede ser explicada por la
hiperactividad dopaminérgica, debido a que se ha demostrado que el tratamiento
sincrénico con clozapina incrementa el tiempo de contactos en la prueba de

interaccién social en ratas LNHV (Becker y Grecksch, 2003).

Los efectos de la cerebrolisina demostrados en las pruebas conductuales de las
ratas LNHV en etapa postpuber, podrian deberse a la capacidad de la
cerebrolisina de promover la regeneracion dendritica en regiones en donde la
lesion induce una hipotrofia en las dendritas de algunas regiones tales como la
CPFm, el Nacc (Flores y cols., 2005a, Alquicer y cols., 2008) y recientemente
reportado en este estudio, la amigdala basolateral. Estudios recientes han
sefialado que las alteraciones neuroanatomicas en dichas areas son las
responsables de algunos sintomas conductuales en pacientes esquizofrénicos
(Tseng y cols. 2009). También se sabe que las aferencias excitadoras de la
CPFm provienen del area ventral tegmental, la cual es una de las vias
dopaminérgicas mas importantes del sistema mesolimbico (Sesack y Pickel,
1992). Por otra parte, se sabe también que el Nacc es la estructura principal del
estriado ventral, la cual es una de las regiones que desempefia una funcion muy
importante en la integracion de la informacion limbica y motora (Meredith y
Totterdell, 1999). Las principales neuronas del Nacc son las neuronas espinosas
medianas, las cuales reciben informacién glutamatérgica proveniente del subiculo
ventral del hipocampo, de la amigdala basolateral, de la corteza prefrontal y del
ndcleos talamicos intralaminares (Christie y cols., 1985 McDonald, 1991,

Berendse y cols.,, 1992). Estas distintas vias glutamatérgicas mantienen



conexiones tanto con la zona central del Nacc llamada centro, como con la
periferia del Nacc conocida como coraza, de manera que dichas conexiones
pueden estar estableciendo circuitos de entrada y de salida que puedan modular
las respuestas generadas por la informacion proveniente de las zonas limbicas y
motoras (Groenewegen y cols., 1999). Por otra parte, estudios recientes sugieren
que la dopamina tiene un efecto dual sobre las conexiones entre la amigdala
basolateral y la CPFm mediante la via del &rea ventral tegmental (Floresco y Tse,
2007), debido a que la activacion de los receptores dopaminérgicos D, y Dy
reducen la inhibicion de las neuronas de la CPFm causada por la amigdala
basolateral, mientras que la activacion de los receptores D; disminuyen la
actividad de las neuronas CPFm inducida por la amigdala basolateral. Sin
embargo, el efecto mas importante de la estimulacion de la Amigdala Basolateral
es una inhibicion de la actividad de las neuronas CPFm (Dilgen y O’'Donnell,
2006). De manera interesante, se ha sugerido que, la lesién de la amigdala
basolateral puede alterar la actividad del &rea ventral tegmental sobre las
conexiones entre la Amigdala y la CPF induciendo alteraciones en el control

emocional y la funciéon cognitiva.

Se han demostrado que la cerebrolisina tiene efectos sobre la arborizacion
dendritica en un modelo de estrés cronico en cultivo celular (Hartbauer y cols.,
2001). Después de cuatro dias en cultivo celular se cuantificé el crecimiento de las
neuronas de telencéfalo de embridon de pollo en donde se demostré un efecto
promotor de la cerebrolisna sobre el crecimiento de estas neuronas. Ademas, en
contraste con la degeneracion observada después de ocho dias en células
tratadas con una solucion de aminoéacidos sintéticos, las células tratadas con
cerebrolisina presentaron una importante diferenciacion neuronal, que incluso fue
mayor a la presentada por las células tratadas con el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF). Estos resultados sugieren el papel neurotréfico de la
cerebrolisina que podria deberse a la estabilizacién de la proteina asociada al
microtubulo 2 MAP2. También se ha demostrado en modelos de excitotoxicidad

(Hutter-Paier y cols., 1996) en donde la cerebrolisina estimula un aumento en la



expresion de la MAP2. Ademas, es importante mencionar que se han obtenido
algunos resultados en donde las ratas LNHV tratadas con vehiculo presentan una
disminucién en la expresibn de MAP2 y que la cerebrolisina disminuye esta
deficiencia en este mismo modelo animal (datos no publicados Vazquez-Roque R,
Masliah E. y Flores G.). EI mecanismo por el cual la cerebrolisina induce un
incremento en la expresion de la MAP2 aun no es claro, sin embargo, un estudio

2308/ ralacionado

reciente demostré que en un modelo de raton transgenico Mecp
con el sindrome de Rett la proteina MAP2 se encuentra reducida a nivel de los
ganglios basales, pero el tratamiento con cerebrolisina en dichos animales

disminuye en gran medida dicho dafio (Doppler y cols, 2008).

Finalmente, en neuronas del hipocampo y CPF han demostrado que factores
ambientales en donde existe alguna privacién, genera una hipotrofia neuronal y
una pérdida de espinas dendriticas provocando alteraciones cognitivas en tareas
controladas con cada una de dichas estructuras (Silva-Gomez y cols., 2003b).
Ademas, se ha encontrado mediante estudios posmortem que existe una
disminucién de las dendritas y de las espinas de las neuronas piramidales de la
corteza prefrontal en cerebros de pacientes con alguna enfermedad mental como
la esquizofrenia (Glantz y Lewis, 2000; Lewis y cols., 2003). Por otro lado, varios
estudios sobre el efecto farmacologico de la cerebrolisina sugieren que este
farmaco previene alteraciones dendriticas e induce una recuperacion de la
hipotrofia dendritica, por lo que con base en estos resultados podemos sugerir
que la cerebrolisina podria inducir una recuperacion en las alteraciones
neuronales que se presentan en zonas tales como la CPFm, la amigdala
basolateral y el Nacc en pacientes esquizofrénicos y que son las responsables de
la manifestacion de los sintomas caracteristicos de esta enfermedad. Por todo
esto, los presentes resultados sugieren la posibilidad de la utilizacion de la

cerebrolisina en tratamientos dirigidos para pacientes con esquizofrenia.



VIl Conclusiones.

La cerebrolisina a edad postpuber revierte alteraciones conductuales
presentadas en el modelo de lesion neonatal del hipocampo ventral, tales
como la actividad locomotora ente ambiente novedoso, la actividad
locomotora inducida por la aplicacion de anfetamina, la interaccion social y

la respuesta de inhibicién de prepulso.

La cerebrolisina a edad postpuber disminuye la hipotrofia dendritica causas
por el efecto de la lesién neonatal del hipocampo ventral presentada en
regiones del sistema limbico tales como: la amigdala basolateral, el nicleo

accumbens y la corteza media prefrontal Capa lll y V.

La cerebrolisina disminuye la pérdida de la densidad neuronal en ratas
LNHV en areas de la CPFm, el nacleo accumbens centro y la amigdala

basolateral.

La cerebrolisina revierte la hiperactividad dopaminérgica en el nudcleo
accumbens coraza. ocasionada por el efecto de la lesién neonatal del

hipocampo ventral.
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