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Resumen

Objetivo: Evaluar mediante resonancia magnética (RM) la progresion de la lesion en el modelo de esquizofrenia de lesion del
ndcleo del hipocampo ventral (LNHV). Método: Se realizaron RM en ratas Wistar macho, desde los 8 dias posnatales hasta los
139 dias, en animales con LNHV y sin lesion (sham). Las RM se realizaron con un equipo Variant de 7 T. Los datos se analizaron
con el software Amira para un analisis de morfometria basada en voxels. Resultados: Observamos hipersefiales con un realce
significativo en las estructuras analizadas en el grupo con LNHV, y mayor volumen en los ventriculos laterales, presentando un
mayor tamafio de la lesion el dia PD96 y significativamente reducido en el dia PD139. Conclusiones: Encontramos un reaco-
modo celular durante la progresion de la lesion, lo cual podria ser efecto de la activacion de las células inmunitarias.
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Abstract

Objective: To evaluate the progression by means of nuclear magnetic resonance of the lesion in the schizophrenia model of lesion
of the ventral hippocampal nucleus (LVNH). Method: Magnetic resonance imaging (MRI) were performed in male Wistar rats, from
8 days postnatal to 139 days, in animals with LNHV and without lesion (sham). The MRI were carried out on a Variant 7 T equip-
ment. The data were analyzed with the Amira software, for a voxel-based morphometric analysis. Results: We observed the
presence of hypersignals with a significant enhancement in the structures analyzed in the group with LVNH, and greater volume
in the lateral ventricles, presenting a larger size of the lesion on day PD96 and significantly reducing on day PD139. Conclusions: We
found a cell rearrangement during the progression of the lesion, which could be the effect of the activation of immune cells.
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|ntroducci6n

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico
que afecta a mas de 21 millones de personas en el
mundo’. En México, 1,100,000 personas padecen es-
quizofrenia, ocupando el quinto lugar en la lista de
padecimientos de mayor discapacidad?. A pesar de la
relevancia de este trastorno, hasta el momento no se
ha elucidado su etiologia. Sin embargo, se han pro-
puesto varias hipotesis, como la del neurodesarrollo, la
cual postula que al menos una parte de las personas
con esquizofrenia presentan alteraciones estructurales
en el sistema nervioso central producidas en etapas
tempranas del desarrollo®. Algunas anomalias estruc-
turales se han identificado en estudios post mortem,
mientras que otras se han identificado en individuos
vivos diagnosticados con el trastorno, principalmente
por tecnologias de neuroimagen, como la tomografia
computarizada y la resonancia magnética (RM). Un
hallazgo constante en los estudios de RM en los pa-
cientes con esquizofrenia es el alargamiento de los
ventriculos laterales®. Los estudios de RM estructural
sugieren que las anomalias cerebrales de los pacientes
estan presentes desde el inicio de la enfermedad. Sin
embargo, los estudios longitudinales son de utilidad
para evaluar la progresion y los cambios morfoldgicos,
pero se han visto limitados por muestras pequefias e
intervalos de seguimiento cortos o poco frecuentes*.

Sin embargo, para poder probar tratamientos y ex-
plorar aspectos neurobioldgicos que podrian ser de
interés en la esquizofrenia se debe contar con mode-
los que permitan traducir la sintomatologia. Dentro de
los modelos de esquizofrenia se encuentran, entre
otros, el modelo de lesién neonatal del hipocampo
ventral (LNHV) y el modelo de mutacion de Disc1®. El
modelo de LNVH es ampliamente utilizado, ya que ha
proporcionado reproducciones confiables de las anor-
malidades quimicas y de comportamiento observadas
en los pacientes con esquizofrenia, incluyendo sinto-
mas positivos y negativos®. Uno de los aspectos rele-
vantes de este modelo es la reproduccion de anomalias
cerebrales anatémicas observadas en los humanos’.
Por lo anterior, el modelo de LNVH ofrece la oportu-
nidad de evaluar la progresion de los cambios morfo-
I6gicos cerebrales asociados a la esquizofrenia.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los cam-
bios morfoldgicos longitudinales en los cerebros de
ratas Wistar macho con lesion en el hipocampo ventral,
incluyendo tamario y existencia de cavitacion, especial-
mente en el hipocampo y ventriculos desde el dia 1

posterior a la lesién (PD) hasta el dia PD139 desde el
nacimiento, mediante siete mediciones por RM.

Método
Modelo animal

Se incluyeron 30 ratas Wistar macho que fueron divi-
didas en dos grupos: uno con LNHV y el otro como
control. Al primer grupo de 15 ratas se les realizd una
administracion intracraneal de 0.3 ul de acido iboténico
a la edad de 7 dias (grupo LNVH), mientras que a las
15 ratas del grupo control se les realizé una administra-
cion intracraneal de 0.3 ul de solucion salina de buffer
de fosfatos. Ambos procedimientos se realizaron con el
procedimiento descrito por Genis-Mendoza, et al.8. La
lesién neonatal se realiz6 en el hipocampo ventral: las
crias de 5-7 dias de vida fueron anestesiadas por hipo-
termia colocandolas en hielo durante 12-15 min; poste-
riormente, se colocaron en un estereotaxico con
adaptador especial para animales neonatos. A cada cria
se le realizd una incision en la piel del craneo y se le
administraron 0.3 ul de &cido iboténico (disuelto en bu-
ffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4) directamente en el hipo-
campo ventral durante 2 minutos con una canula de
acero inoxidable de 30 Ga de grosor. Las coordenadas
fueron: anteroposterior 2.0 mm, mediolateral + 2.5 mm
relativo al bregma y ventrodorsal —3.3 mm de la dura-
madre. Posteriormente los animales se suturaron y se
dejaron recuperar bajo el calor indirecto de una lampara
de 40 W hasta recuperar su temperatura. Los animales
operados se regresaron con sus madres hasta el mo-
mento del destete a los 21 dias de edad.

El cuidado de los animales se realizé de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
y la Guia Internacional para el cuidado de los anima-
les NRC 2002. Los animales se mantuvieron bajo las
siguientes condiciones: ciclos de 12/12 horas de luz/
oscuridad, humedad relativa de 45-60%, 12 a 15 ci-
clos de ventilacion y una temperatura de 18-26 °C.

El presente proyecto fue revisado y aprobado por el
Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica, con nimero de registro 120/2014/1.

Monitoreo de la lesion in vivo por
resonancia magnética

La evaluacion por RM se realiz6 en las siguientes
edades: PD8, PD27, PD48, PD69, PD96 PD120 y PD139.
A partir del PD27, los animales fueron anestesiados con
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Tabla 1. Comparacion de los volumenes (pm?®) obtenidos mediante segmentacion en las siete sesiones de resonancia magnética

Grupo PD8 PD27 PD48 PD69 PD96 PD120 PD139
Cerebro LNHV 1375.07 1325.18 1718.15 1719.01 1724.41 1736.28 1744.98
Control 1461.86 1473.66 1626.59 1645.57 1696.35 1657.51 1688.03
Cuarto ventriculo LNHV 2.19 2.53 3.56 6.79 58 4.81 6.06
Control 1.45 1.48 2.64 3.56 5.87 6.06 6.92
Tercer ventriculo LNHV 2.41 1.54 9.43 10.02 11.67 10.81 6.92
Control 1.91 2.14 2.31 2.83 3.16 5.67 5.73
Hipocampo derecho LNHV 33.68 28.8 31.84 38.43 39.68 37.24 38.89
Control 15.93 25.73 29.99 31.42 37.05 37.18 4219
Hipocampo izquierdo LNHV 29.45 26.98 32.04 39.81 39.29 36.91 40.08
Control 17.19 25.24 25.38 30.98 37.9 40.21 43.24
Ventriculo lateral derecho  LNHV 12.77 2.58 7.71 3.03 3.36 6.92 9.03
Control 0.55 0.88 1.71 2.24 2.97 3.56 3.69
Ventriculo lateral izquierdo  LNHV 9.6 2.63 6.86 3.49 7.58 6.79 10.42
Control 0.66 1.04 2.5 2.86 3.16 3.23 3.76
Lesion derecha LNHV 0 0.77 0.46 31 3.56 1.91 0.99
Control 0 0 0 0 0 0 0
Lesion izquierda LNHV 0.66 1.38 0.73 3.1 4.48 1.78 0.99
Control 0 0 0 0 0 0 0

LNHV: lesion neonatal en el hipocampo ventral

Los datos a partir de PD8 son medias de solo dos animales que continuaron el estudio, mientras que en el tiempo PD8 son medias de todos los animales incluidos.

una mezcla de 1.7 mg/kg de peso de ketamina y
1.8 mg/kg de peso de xilacina, mientras que los anima-
les a la edad de PD8 fueron anestesiados con hielo.
Los roedores se colocaron en un cilindro inmovilizador
para ingresar al equipo de RM. Las imagenes se obtu-
vieron con un equipo Varian 7T en el Centro Nacional
de Investigacion en Imagenologia e Instrumentacion
Médica de la Universidad Auténoma Metropolitana. Las
imé&genes ponderadas en T2 se obtuvieron utilizando
una adquisicion FSEMS con los siguientes parametros:
tiempo de eco 65 ms, tiempo de repeticion 8,200 ms,
seis promedios por ciclo y angulo de giro de 180°. El
campo de visidn fue de 22.5 x 20 mm?, en una matriz
de 256 x 256 que resulté en una resolucion de 88 x 78
umpp. Se realizaron 45 cortes contiguos (400 um de
grosor) y el tiempo de exploracion aproximado fue de
25 minutos por animal.

Andlisis de los datos de las imagenes de
resonancia magneética

El andlisis de las imagenes de RM se centrd
en diferentes regiones de interés, incluyendo el

hipocampo, los ventriculos y la lesion en el hipocam-
po ventral. Debido a las medidas ponderadas en T2
utilizadas en el presente estudio, los ventriculos late-
rales y el tejido lesionado se observaron como hiper-
intensos debido al liquido cefalorraquideo y a la
presencia de agua libre en estas areas. Se analizaron
cada hemisferio e hipocampo por animal realizando
la segmentacion de las imagenes con el software
Amira 5.3.3% con el fin de obtener las medidas de la
lesion (del grupo LNHV y del grupo control), el hipo-
campo, el tercer ventriculo y los ventriculos laterales
mediante el uso de morfometria basada en voxeles.

Resultados

Con la finalidad de hacer la comparacion de los
diferentes volumenes del cerebro, se obtuvieron las
siguientes mediciones: cuarto ventriculo (4to V), ter-
cer ventriculo (3er V), hipocampo (H), ventriculos la-
terales (VL derecho e izquierdo) y tamafio de la lesion
promovida por el acido iboténico (Tabla 1). Las partes
segmentadas que se presentan en la figura 1 son el
tercer y el cuarto ventriculos, el hipocampo, la lesién
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Figura 1. Imagenes segmentadas de resonancia magnética del cerebro del grupo de animales con lesion neonatal en el hipocampo ventral y del
grupo control (PBS) en diferentes evaluaciones segun la edad (PD8, PD27, PD48 y PD69). Se distinguen en color morado el cerebro completo,
en amarillo el hipocampo derecho e izquierdo, en verde la lesion derecha y en rosa la lesion izquierda, en turquesa el ventriculo izquierdo, y en

azul rey, el ventriculo derecho.

y los ventriculos laterales para las edades PD8, PD27,
PD48 y PD69, y en la figura 2 se presentan las eda-
des PD96, PD120 y PD139.

El volumen de los ventriculos laterales fue cualita-
tivamente mayor en los animales del grupo de LNHV
que en los del grupo control en las siete diferentes
edades evaluadas, en ambos hemisferios. Con res-
pecto al hipocampo, el volumen también fue cualita-
tivamente mayor en el grupo de LNHV que en el grupo
control para todas las regiones, aunque en las prime-
ras mediciones, aparentemente, no habia cambios
morfoldgicos detectables (Tabla 1).

Con respecto a la lesion, en las primeras medicio-
nes era imperceptible. Sin embargo, a partir de la
segunda medicion en el PD27, la lesién se comienza
a vislumbrar, especificamente en el ventriculo izquier-
do. Para el PD48 la lesiéon fue mas marcada, con
diferencias en tamafio (por ejemplo, 0.73 um?® para la
lesién izquierda y 0.46 umd para la lesién derecha)
(Fig. 1), llegando a su maximo tamafio en el dia PD96
(con 4.48 um? en la lesion izquierda y 3.56 um?® para
la lesion derecha), reestructurandose el tejido de la
lesion en las dos siguientes mediciones (Tabla 1).

Adicionalmente, uno de los hallazgos mas intere-
santes fue la presencia de hipersefales con un realce
significativo en las estructuras analizadas en el grupo
con LNHV. La ausencia de dichas hipersefales en el
grupo control sugiere que es poco probable que se
deban a la acumulacion del liquido inyectado. Las

hipersefiales observadas pudieran reflejar gliosis y
edema®, dos procesos que a menudo se producen
simultdneamente, o en un patrén en serie, posterior
a un dafo neuronal.

Discusion

En el presente trabajo se hizo una comparacion
cualitativa longitudinal de la lesion en el modelo de
esquizofrenia de LNHV. Se encontraron hipersefales
en el grupo con LNHV, pero no en el grupo control,
las cuales podrian corresponder a areas en las que
se presenta una reaccién glial grave, posiblemente
debido a la rotura de la barrera hematoencefalica™
(Figs. 1-2). El aumento glial también podria estar re-
lacionado con el proceso de neuroinflamacién en in-
dividuos con esquizofrenia'"'?, caracterizado por una
cascada compleja que involucra la activacién micro-
glial por sefalizacion de citocinas™. Se ha caracteri-
zado un incremento de la neuroinflamacion en
numerosos estudios de individuos con esquizofrenia,
y se ha propuesto como un factor posiblemente invo-
lucrado en la etiologia de la enfermedad®™'™. Otro
hallazgo que podria estar relacionado con un proceso
neuroinflamatorio es el mayor volumen ventricular en
el grupo de LNHV, comparado con el grupo control,
lo cual podria ser efecto de la exposicion neonatal a
citocinas proinflamatorias. Se ha observado una co-
rrelacion positiva significativa entre la exposicion fetal
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Figura 2. Imdgenes segmentadas de resonancia magnética del cerebro del grupo de animales con lesion neonatal en el hipocampo ventral y
del grupo control (PBS) en diferentes evaluaciones segun la edad (PD96, PD120 y PD139). Se distinguen en color morado el cerebro completo,
en amarillo el hipocampo derecho e izquierdo, en verde la lesion derecha y en rosa la lesion izquierda, en turquesa el ventriculo izquierdo y en

azul rey, el ventriculo derecho.

a valores elevados de interleucina 8, una citocina
proinflamatoria, en suero materno durante el segundo
y el tercer trimestres, y el aumento del volumen de
liquido cefalorraquideo ventricular, asi como la dismi-
nucién del volumen cortical entorrinal izquierdo, ca-
racteristicos de la esquizofrenia™. Estos estudios
apoyan la hipdtesis de que la microglia es inducida
por inflamacién prenatal involucrada en la fisiopatolo-
gia de la esquizofrenia®.

A pesar de que la lesién en el hipocampo ventral se
realiz6 de forma bilateral, observamos cualitativamen-
te un mayor tamafo de la lesién del hemisferio izquier-
do en la mayoria de las mediciones. Posiblemente el
cambio en el tamafo de la lesion sea un mecanismo
de compensacion en el grupo de LNHV, retrasando la
destruccion simétrica de regiones circundantes al hi-
pocampo ventral y restituyendo el tejido circundante a
la lesién en edades mayores, posteriores al inicio sin-
tomatico de la esquizofrenia’®'®. Ademas de la asime-
tria observada en la lesidn, encontramos que
posiblemente el pico maximo en el tamafo de esta
ocurre en el dia PD96, y a partir de ahi el tamafo de
la lesion se revierte. Este hallazgo puede sugerir la
presencia de una neurogénesis aberrante, como ya
comentamos en otro estudio', cuando se caracterizé
la conducta tipo esquizofrenia y se realizaron cortes

de cerebro; sin embargo, para respaldar esta idea
habria que realizar otro tipo de pruebas. Se ha hipo-
tetizado que el mecanismo de este aumento de la
densidad neuronal implica el atrapamiento de neuro-
nas que migran de la matriz germinal a la corteza,
debido a la lesién?°2'. Las diferencias cualitativas en
los volumenes ventriculares, asi como en el hipocam-
po, fueron identificadas a partir del PD69 en el grupo
con LNHV, en comparacion con el grupo control. En
el modelo animal, este dia marca el término de la
adolescencia y el inicio de la edad adulta, lo cual es
consistente con la aparicion de los sintomas de esqui-
zofrenia predominantemente en esta etapa en el ser
humano®. Sumado a la posible homologia temporal de
aparicion de los sintomas entre el modelo y los huma-
nos, también encontramos diferencias cualitativas en
el hipocampo que podrian estar involucradas en el
desarrollo de la sintomatologia cognitiva y las altera-
ciones de la memoria que se pueden observar en al-
gunos pacientes con esquizofrenia®?®, En este
sentido, el modelo de LNHV podria utilizarse para
probar nuevas aproximaciones terapéuticas, como la
estimulacion cerebral profunda, para el tratamiento
futuro de los pacientes con esquizofrenia24-2,

Los resultados destacan la importancia del uso del
modelo animal como un enfoque viable y valioso para
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el estudio de las enfermedades psiquiatricas. Los ras-
gos de la esquizofrenia que se han reproducido con
éxito con el modelo LNHV proporcionan informacion
sobre los mecanismos neuronales que podrian estar
involucrados en la sintomatologia de la enfermedad.
Ademas, podrian ser fuente de futuras investigacio-
nes traslacionales y posibles marcadores imagenolé-
gicos de psicosis. Como ejemplo podriamos citar la
crisis del I6bulo temporal medial, por la que muchos
pacientes presentan manifestaciones de psicosis (sin-
tomas caracteristicos de la esquizofrenia y que son
emulados por el modelo de LNHV)?"28, Consideramos
importante evaluar si los pacientes afectados por cri-
sis del I6bulo temporal medial y psicosis podrian pre-
sentar alteraciones cerebrales homologas a las del
modelo, en el sentido de tener un marcador de psi-
cosis en este grupo particular de pacientes.

Limitantes y perspectivas

Es importante mencionar que, aunque la RM es la
mejor técnica para estudiar estructuralmente el cere-
bro in vivo, durante la realizacién de este estudio tu-
vimos algunas dificultades que podrian ser
consideradas por otros grupos de trabajo al realizar
estudios similares; por ejemplo, la muerte de algunos
roedores durante o después de nuestros experimen-
tos, probablemente debido a su corta edad, o la hi-
potermia inducida por el equipo de medicién, no
tomada en cuenta, hasta que los animales fueron
expuestos durante la adquisicién de las imagenes. En
referencia a este punto, solo pudimos continuar el
seguimiento de dos animales durante todo el estudio,
por lo que se volvié imposible realizar estimaciones
estadisticas, transformando nuestro trabajo en un es-
tudio cualitativo y exploratorio. Otra limitante, la cual
podria impactar directamente en la asimetria obser-
vada de la lesién, podria deberse a un error sistema-
tico, por lo que recomendamos la aleatorizacion de
los hemisferios durante la cirugia, ademas de poder
aleatorizar dos personas que realicen la cirugia para
minimizar el posible error.

Conclusiones

Observamos una posible homologia en el agranda-
miento cualitativo de los ventriculos en el modelo
animal de LNHV, como lo reportado previamente en
pacientes con esquizofrenia, ademas de la presencia
de una posible gliosis alrededor de la lesién en el
modelo de LNHV.
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