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Resumen

os trastornos del espectro esquizofrénico constituyen la psicopatologia
mas debilitante y dificil de tratar. Son muchos los factores que contribu-
yen a tal dificultad, sin embargo uno de ellos merece especial atencion,
la comorbilidad con un trastorno adictivo, condicién que se ha venido a denominar
Patologia Dual. Existe muy poca investigacion desde el punto de vista preclinico
sobre la Patologia Dual, quizas en parte por la falta de buenos modelos animales de
sintomas esquizofrénicos. El objetivo de la presente tesis doctoral ha sido por tanto
realizar una caracterizacién exhaustiva de las variables que pudieran ser importantes
en el establecimiento de un modelo de sintomas esquizofrénicos basado en el neuro-

desarrollo. Este modelo fue el de la activacion inmunolégica prenatal.

En primer lugar quisimos utilizar este modelo, tal como lo propusieron Borrell
y colaboradores en el afio 2002, para, por primera vez en la literatura de los modelos
de activaciéon inmunoldgica, estudiar la conducta de autoadministraciéon de cocaina
(considerado el mejor modelo animal de refuerzo por drogas de abuso y adiccion a
las mismas). Para tal fin, utilizamos la descendencia adulta de ratas Wistar gestantes
expuestas a la endotoxina bacteriana lipopolisacarido (inyecciones subcutaneas du-
rante todos los dias de la gestacion a una dosis de 2 mg/kg de LPS). Como prueba
del establecimiento de la sintomatologia “psicotica” en estos animales se realizaron
pruebas de filtrado sensoriomotor (en el paradigma de la inhibicién por prepulso de
la respuesta de sobresalto). Posteriormente se realizaron los experimentos de autoad-
ministraciéon de cocaina bajo diferentes programas de reforzamiento (razén fija 1, 5,
razon progresiva...) y también un control de autoadministracion de comida. A pesar
de algunos resultados preliminares interesantes la conducta de los animales en las
diferentes pruebas, a lo largo de diferentes rondas de replicacion, no fue consistente.

Estos experimentos constituyen el Capitulo 1 de la presente tesis doctoral.

En el Capitulo 2, modificamos los parametros de la activacion inmunolégica
prenatal, tal y como sugieren Romero y colaboradores en 2010. Estas modificaciones
consistieron en una reduccién de la dosis (a 1 mg/kg) de la endotoxina y en los dias
de administracion de la misma durante la gestacion (dias alternos en lugar de todos
los dias). De nuevo nos encontramos con un patrén de resultados poco consistentes
en los estudios de inhibicién por prepulso en las diferentes rondas de replicacion
que realizamos, y ademas la activacion inmunolégica prenatal no afecto6 a la conduc-
ta de autoadministracién de cocaina. En este capitulo también quisimos hacer una

prueba de concepto con el modelo y ver si podiamos encontrar algiin biomarcador



periférico (dentro de un conjunto de células inmunes seleccionadas previamente) que
pudiera ser sensible a los efectos de la activaciéon inmunolégica prenatal. Nuestros
resultados en esta linea apuntaban a que una subpoblacién de granulocitos, aquellos
que expresaban el receptor dopaminérgico D3, diferfa en nimero en funcion de la
activacion inmunolégica prenatal experimentada. A pesar de estos interesantes resul-
tados, nuestro principal objetivo, encontrar un modelo fiable de sintomas esquizofré-

nicos, no se habfa cumplido.

En el Capitulo 3 de la presente tesis doctoral decidimos adoptar un modelo (des-
crito por Fortier y colaboradores en 2007) basado en una activacion inmunologica
mas restringida en el tiempo (dias gestacionales 15 y 16), de mayor intensidad (una
dosis de 100 pg/kg administrados por la via intraperitoneal) y en una cepa de ratas
(Sprague-Dawley) que muestra mayor estabilidad en la inhibicién por prepulso. En
este caso realizamos una caracterizacién mas exhaustiva, estudiando los niveles de ci-
toquinas proinflamatorias tras el desafio inmunolégico en varios compartimentos del
interfaz madre-feto (plasma sanguineo e hipocampo materno, placenta, cerebro fetal
y liquido amniético). También estudiamos algunos comportamientos que son remi-
niscentes de los sintomas negativos en la esquizofrenia (alteraciones en la interaccion
social y conductas relacionadas con la ansiedad) asi como de los sintomas cognitivos
de la enfermedad (alteraciones en la memoria de trabajo, usando el laberinto en T).
Usando este modelo de activacion inmunolédgica, obtuvimos déficits en la inhibicion
por prepulso, déficits en la memoria de trabajo y una potenciacion en la habituacion
de la respuesta de sobresalto en las hembras expuestas a LPS durante la gestacion. A
pesar de que, a luz de estos resultados, y de la elevacion de citoquinas, hipotermia y
pérdida de peso en las madres tras el desatio, el modelo parecia estar funcionando,
no encontramos diferencias significativas entre grupos en la autoadministracion de
cocaina en ninguna de las fases estudiadas (adquisicion, extincion, recaida inducida

por claves), ni alteraciones en la curva dosis-respuesta a la droga.

Estos resultados sugieren que, si bien las hipotesis del neurodesarrollo como
origen etiolégico de los trastornos del espectro esquizofrénico pueden tener base
empirica, la comorbilidad observada entre estas patologias y los desérdenes adictivos
no obedeceria a un mecanismo biolégico comun, quizas factores que sélo operan
en seres humanos (aspectos sociales, econdmicos, educativos...) son los que podrian

explicar el complejo fendmeno de la Patologfa Dual.



Abstract

chizophrenia-spectrum disorders are the most debilitating and difficult
to treat of all the psychopathologies. There are several factors explaining
such difficulties but one arises as particularly important, the comorbidity
of the schizophrenic condition with an addictive disorder, a coexistence that has
been termed as Dual Diagnosis. The preclinical research carried out on the Dual
Diagnoses is scarce, probably due to the lack of animal models that adequately re-
produce the schizophrenic symptoms. The main goal of this doctoral dissertation
was to characterize those variables that might be crucial for the establishment of a
proper neurodevelopment-based animal model of schizophrenic symptoms. Thus,

the prenatal immune activation model was chosen to carry out the experiments of

this Thesis.

First, we set out to employ the neurodevelopmental model, as described by Bo-
rrell and colleagues in 2002, to study for the first time in a prenatal immune activation
scenario, cocaine self-administration behaviour (arguably the best animal model of
drug reinforcement and addiction). To attain such a goal, we used the adult offs-
pring of Wistar rats treated with the bacterial endotoxin lipopolysaccharides during
pregnancy (subcutaneous injections of LPS or saline at a dose of 2 mg/kg in each
gestational day). As a proof for the proper establishment of the schizophrenia-like
condition, we performed sensorimotor gating experiments (using the prepulse inhi-
bition of the acoustic startle response) and subsequently we carried out the cocaine
self-administration experiments under several schedules or reinforcement (fixed ratio
1, 5, progressive ratio...) and also a food self-administration control experiment. In
spite of some promising preliminary results, the behaviour of the animals across the
different replication experiments was not consistent. These experiments constitute
the main body of Chapter 1 of the present doctoral dissertation.

In Chapter 2, we decided to modify the parameters of the immune activation as
suggested by Romero and colleagues in 2010. These modifications included a reduc-
tion in the dose (from 2 mg/kg to 1 mg/kg), and the administration days (in these
experiments we injected every other day). Again, we found an inconsistent pattern
of results in the prepulse inhibition in several replication experiments and we did not
observe any effects of the prenatal immune activation on cocaine self-administration.
We also wanted to determine if we could find a peripheral biomarker that could be

sensitive to the effects of the immune activation. Our results suggest that a specific



subpopulation of granulocytes, those expressing the D3 dopamine receptor, were
altered in their numbers in the immune activated subjects. Despite these interesting
results, our main aim, finding a reliable model of schizophrenia symptoms, had not

been achieved.

In Chapter 3 of this doctoral thesis, we decided to adopt the a model (described
by Fortier and colleagues in 2007) that employed a more time-restricted (occurring
only at gestational days 15 and 16), more potent (100ug/kg immune activation intra-
peritoneally injected) immune activation protocol, and we also used a rat strain (Spra-
gue-Dawley) that shows a more steady prepulse inhibition phenomenon. In these
experiments we decided to carry out a more thorough exploration of the effects of
the prenatal immune activation, looking at the levels of proinflammatory cytokines
after the immune challenge in several compartments of the mother-foetus interface
(that is, the plasma and hippocampus of the mothers, the placentas, foetal brains and
amniotic fluid). We also studied some behaviours that are reminiscent of the negative
(altered social interaction and anxiety-like responses) and cognitive (altered working
memory capacities as measured in the T maze) symptoms. By using this immune
activation protocol, we obtained a prepulse inhibition deficit, along with working
memory deficits and increased habituation of the startle response. In spite of these
behavioural results and the significant increase in the levels of cytokines, hypother-
mia and weight-loss after the challenge, we did not detect significant differences
between the groups in cocaine self-administration behaviour (acquisition, extinction,

cue-induced reinstatement) or in the dose-response curves.

These results suggest that, even if neurodevelopmental theories on the origin of
schizophrenia may have an empirical basis, the comorbidity observed between this
pathology and addiction does not seem to depend on a shared biological mechanism.
Perhaps other factors that only operate in humans (such as the socio-economic or
educational background) may be responsible for the phenomenon known as Dual
Disorder.
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Introduccion

1 concepto de patologia dual es relativamente reciente. Durante muchos
afios, el diagnéstico de los diferentes trastornos mentales ha sido inde-
pendiente del de abuso de drogas, pese a la coexistencia que existe entre
ambos en muchos pacientes. A partir de la década de los noventa se ha manifestado
mayor interés desde la clinica hacia esta poblacion de pacientes duales, sin embargo
este interés ha venido acompafiado de cierta confusion por parte los profesionales y
también desde los modelos de diagnodsticos actuales. No obstante, el avance en este
campo ha sido notorio y evidentemente la concienciacion de los clinicos ha ayudado
a que se tengan en cuenta consideraciones importantes para estos pacientes comor-

bidos, tanto en el diagnéstico como el tratamiento.

Desde la ciencia basica experimental el esfuerzo de los investigadores ha ido
encaminado a disefiar modelos animales que sean capaces de reproducir la sinto-
matologia de los trastornos psiquiatricos e hipotetizar sobre la etiopatogenia de la
patologia dual. A dia de hoy, no son muchos los grupos de investigaciéon basica que
se han dedicado a esta tarea, ademas de cuestionarse en muchos casos la validez de

los modelos animales desarrollados.

Por tanto, el objetivo principal de esta tesis ha sido comprobar qué modelo ani-
mal de activacion maternal inmune (MIA) para el trastorno de la esquizofrenia es

eficaz para el estudio de la patologia dual.

A lo largo de la introduccion se exponen las cuestiones mas importantes para
cada uno de los trastornos, finalizando con un apartado exclusivo de patologia dual.
El primer apartado de la introducciéon comienza con la definicién, sintomatologia,
diagnéstico y datos epidemioldgicos de la esquizofrenia, para mas adelante, profun-
dizar sobre los aspectos etiopatogénicos y los modelos animales desarrollados para
este trastorno. Ademas se incluye para finalizar un apartado que trata la relevancia
clinica de los biomarcadores en este trastorno. El segundo apartado esta dedicado a
la adiccion, donde se explican las consideraciones diagnosticas para este trastorno,
datos de prevalencia, las bases neurobiolégicas que sustentan la adiccion y por dltimo
los modelos animales que se utilizan en experimentacion. En el ultimo apartado de
la introduccion se define la patologia dual y se comentan los datos epidemiolégicos,
ademas de explicar los circuitos neuronales que son comunes a los dos trastornos

para finalizar con los modelos animales en este campo.
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|. Esquizofrenia

I.1 Historia y definicion de la esquizofrenia

La esquizofrenia como trastorno mental tiene una larga historia. Ya fue men-
cionada en antiguos textos de medicina Ayurvédica y en el antiguo y nuevo testa-
mento. Pero no fue hasta el afio 1809 cuando Pinel describe claramente una sintoma-
tologfa de este trastorno y ya en 1890, Emil Kraepelin, va mucho mas alla de esta
descripcion y clasifica la psicosis en dos categorias; la primera de ellas definida como
maniacodepresiva y la segunda como demencia precoz. Afilos mas tarde, incluyo en
la demencia precoz los subtipos de esquizofrenia que se conocen hoy en dfa: hebe-
frénica, catatonica y paranoide. Observo que la edad de aparicion, la historia familiar
y la personalidad o temperamento premoérbido eran utiles para distinguir entre la

demencia precoz y la locura manfaco-depresiva (Aderibigbe, 1999).

Eugen Bleuler, en 1911, acufia por primera vez el término de esquizofrenia y
aunque hace un intento de desarrollar el concepto de Kraepelin, en realidad lo mo-
difica sustancialmente (Naqvi, 2008), entendiendo la esquizofrenia como un proceso
psicolégico mas que una lesion cerebral fija y aproximandose a un diagnoéstico mas
dimensional que categorial (Heckers, 2011). Las principales caracteristicas que defi-
nfan la enfermedad, para Bleuler se conocian popularmente como las «cuatro Asy: (1)
liberacion de asociaciones, (2) aplanamiento afectivo, (3) autismo y (4) ambivalencia.
Bleuler crefa que los pacientes experimentaban caracteristicas esenciales y accesorias.
Consider6 menos importantes las caracteristicas accesorias (alucinaciones, delirios,
catatonia, somatizaciéon, cambios en el habla y la escritura) mientras que las esencia-
les eran fundamentales para el paciente sin pertenecer a ningin subtipo latente. Esta
distincion entre caracteristicas esenciales y accesorias precedio a la division actual de

rasgos positivos y negativos de la esquizofrenia.

El trabajo de Kurt Schneider, en 1959, logro6 establecer criterios operacionales
para la esquizofrenia, al afirmar que habia nueve manifestaciones psicoticas (deno-
minadas “First-rank symptoms”) que tenian un peso decisivo en el diagnostico del
trastorno (Jablensky, 2010), y que fueron incluidas en los manuales de diagnostico
clinico como el DSM-III. En su intento de definir la esquizofrenia, abarca muchos
conceptos de Kraepelin pero a su vez, descarta la clasificacion entre caracteristicas

esenciales y accesorias propuestas por Kraepelin y Bleuler.

Aunque otros autores ya habian realizado una clasificacion entre sintomas po-

sitivos y negativos en los trastornos mentales, no fue hasta 1980, con Tim Crow
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cuando se dio mayor énfasis a esta clasificacion en la esquizofrenia. De este modo
se establecian dos tipos de pacientes: los pacientes tipo I o con predominio de sin-
tomas positivos, que se caracterizan por presentar alucinaciones, delirios y trastorno
de pensamiento formal; y los pacientes tipo I, con saliencia de sintomas negativos,
que muestran retiro social, pérdida de volicion, aplanamiento afectivo y pobreza del

discurso.

En la actualidad, 1a esquizofrenia se encuadra en los trastornos del pensa-
miento y el lenguaje. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la esquizo-
frenia se caracteriza por una distorsiéon del pensamiento, la percepcion, las emocio-

nes, el lenguaje, la conciencia de si mismo y la conducta.

El cuadro sintomatolégico comprende tres principales conjuntos de sintomas

(Turner, 1997):

e Positivos:

- Alucinaciones: percepciones falsas en cualquiera de los sentidos. Son mas co-
munes las auditivas pero también pueden presentarse olfativas y tactiles.

- Delirios: son creencias falsas sostenidas con absoluta certeza, que dominan la
mente del paciente y no son sostenibles en términos de los antecedentes sociocultu-

rales.

* Negativos: envuelven la pérdida de habilidades personales como la iniciativa,

interés en los otros, anhedonia, emociones fatuas y conversacion limitada.

* Cognitivos: alteracion de la atencién, memoria de trabajo y funcién ejecutiva
(Barry, Gaughan, & Hunter, 2012).

Ademas de los sintomas psicopatolégicos, durante el curso de la esquizofrenia,
se presenta una mayor recurrencia de enfermedades somaticas en comparacion
con el resto de la poblacién, asi como diabetes, sindrome metabdlico y la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (Gondek, Krolic, Patryk, & Ki, 2015). Ademas, la adic-
cion en la esquizofrenia es mas comun que en el resto de la poblacién y es un factor
de riesgos para otras muchas enfermedades somaticas. Esta comorbilidad, aumenta
el riesgo de mortalidad, reduciendo asi la media de la esperanza de vida de estos pa-
cientes, que en el caso de las mujeres se sitda entre 9.8 -17.5 anos de pérdida, y en el
de los hombres entre 8-14.6 afios (Chang et al., 2011).
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Otra causa de mortalidad importante en las personas con esquizofrenia es el
suicidio. Mientras que el riesgo de suicidio para personas que no cursan ningun
trastorno mental es de 0.3%, aumenta hasta un 3.4%, cuando se presenta un tras-
torno mental y hasta 6.2% cuando se presenta mas de uno (Holmstrand, Bogren,
Mattisson, & Bradvik, 2015). En esquizofrenia, la tasa estimada de suicidios es de
579/100.000 y el riesgo de muerte por suicidio es del 5.6% (Hor & Taylor, 2010),
aumentando hasta dos veces mas en el curso de inicio del trastorno que en un curso
mas avanzado (Nordentoft, Madsen, & Fedyszyn, 2015; Palmer, Pankratz, & Bost-
wick, 2005).

En cuanto al curso de la enfermedad, diversos autores han contribuido a desa-
rrollar modelos de diagnostico basados en estudios longitudinales mas focalizados en
la evolucion y estados que presentan los pacientes con esquizofrenia. Indistintamente

de los modelos todos parecen coincidir en cinco fases claras en el curso de la enfer-

medad (Group & Melbourne, 2013; Woéjc, Agnieszka, & Ry, 2016):

* Fase pre-psicética: El sujeto no tiene sintomas especificos claros, si aparecen
son principalmente negativos y afectivos, o tiene antecedentes familiares que conlle-

van riesgo de sufrir el trastorno.

 Fase aguda: Suele ser el primer contacto del sujeto con los servicios de salud

mental. Aparecen sintomas positivos claros.

* Periodo critico: Se estima una duracién entre 3 y 5 afios. En esta fase los
sintomas que pueden aparecer son positivos, desde moderados hasta severos, un

moderado deterioro cognitivo, aislamiento social y comportamiento disruptivo.

* Fase subcrénica: Se caracteriza por muchas recaidas que requieren en la ma-
yorfa de casos hospitalizacion. Los sintomas positivos aparecen atenuados y los ne-
gativos son residuales. Sin embargo, hay un progresivo deterioro clinico tanto fisico
como psicologico.

e Fase cronica: Se puede establecer cuando los pacientes han pasado mas de
cinco aflos desde su inicio en la enfermedad. Hay presencia de sintomas negativos y
sintomas residuales graves, tales como: empobrecimiento de las emociones, limita-
ciones en el discurso y pensamiento, falta de energia, anhedonia y falta de concentra-

cién y atencion que se manifiestan sobre todo en un contexto social.
En este trastorno también parecen existir diferencias entre hombre y mujeres.

Diversos estudios refieren que en las mujeres con esquizofrenia son mas comunes

los sintomas afectivos mientras que en los hombres parecen predominar los sintomas
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negativos (Barajas, Ochoa, Obiols, & Lalucat-jo, 2015). En relacion al inicio de la en-
fermedad las mujeres tienen un inicio mas tardio que los hombres, situandose en 2.9
afios mas que ellos (Riecher-Rossler & Hafner, 2000). Ademas, las mujeres parecen
mostrar mayor predisposicion a la busqueda de ayuda y tienen unas actitudes mas
positivas en cuanto al tratamiento (Galdas, Cheater, & Marshall, 2005).

La evolucién en el tratamiento de la esquizofrenia ha seguido el curso natural de
la comprension  historica del trastorno. El tratamiento farmacolégico ha sido y es

considerado como el componente esencial para tratar los sintomas psicoticos.

Aunque los avances en la medicaciéon han aliviado significativamente los dis-
tintos grupos de la sintomatologia esquizofrénica parece no ser suficiente para lo-
grar una total adaptaciéon en estos pacientes. En los dltimos afos, se apuesta por
un tratamiento multidimensional en la esquizofrenia, al igual que en el resto de
los trastornos mentales. Esto implica la necesidad de acompafiar la medicacién con
intervenciones psicolégicas y sociales. Ademas, se ha comprobado que existe una
mejora funcional de los sintomas cuando se combina el tratamiento farmacolégico y
el psicosocial (Kern, Glynn, Horan, & Marder, 2009).

En los resultados del metaanalisis realizado por Pfammatter y cols, se han identi-
ficado cuatro enfoques de tratamiento psicologico en la esquizofrenia: entrenamien-
to en habilidades sociales, recuperacion cognitiva, intervenciones psicoeducacionales
orientadas al afrontamiento o coping y terapia cognitivo-conductual. Los resultados
confirman un efecto amplio, homogéneo y duradero en la adquisiciéon de habilida-
des sociales y una mejora a corto plazo de la asertividad. Ademas esta capacitacion
conduce a una mejora significativa del funcionamiento social, reduce ligeramente
la psicopatologia en general y disminuye la tasa de hospitalizacion. La capacitacion
cognitiva ha sido definida como una intervencién focalizada en mejorar las disfun-
ciones cognitivas mediante el uso repetitivo de tareas o el aprendizaje de estrategias.
La evidencia de los distintos estudios muestra efectos beneficiosos de este entrena-
miento en las funciones ejecutivas, memoria y atencion. Los resultados en cuanto
a las intervenciones psicoeducativas favorecen el conocimiento de la enfermedad,
conducen a un cambio de las expresiones emocionales y disminucion del tratamiento
hospitalario. Por dltimo, la terapia cognitivo-conductual conduce a una disminucion
sustancial de la psicopatologia y de los sintomas positivos persistentes (Pfammatter,
Junghan, & Brenner, 2000).
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1.2 Diagnostico de la esquizofrenia

Las nuevas revisiones de los manuales diagnésticos para los trastornos psiquiatri-
cos, versiones ICD11 y DSM-5, han intentado alcanzar una mayor armonizacion en-
tre los diagnosticos propuestos para cada uno de ellos. Posibles puntos de encuentro
incluyen un menor énfasis en los sintomas de primer rango de Schneider y la sustitu-
cion de los subtipos de esquizofrenia con sintomas especificados. Ambos proponen
la inclusion de sintomas cognitivos y los criterios para el curso del trastorno se han

igualado (Gaebel, Zielasek, & Cleveland, 2013).

Para el cumplimiento del diagnéstico seguin el DSM-5 deben presentarse dos
de los siguientes sintomas, apareciendo claramente en el periodo minimo de un mes
uno de los tres primeros: Alucinaciones, delirios, habla desorganizada, comporta-

miento catatonico y sintomas negativos.

Otro criterio diagnostico a considerar son las areas funcionales a las que esta
afectando el trastorno, como pueden ser: el trabajo, relaciones interpersonales y el
autocuidado. Para el diagnostico, una de ellas o mas, debe encontrarse en niveles mas
bajos que antes del comienzo del trastorno. Ademas, estos signos de alteracion deben

presentarse al menos durante seis meses.

También se debe descartar que exista un trastorno esquizoafectivo, depresivo o
bipolar y los sintomas psicolégicos tampoco pueden ser asociados a un consumo de

sustancias o a otra condicion médica.

La polémica en cuanto al diagnoéstico ahora se centra en compatibilizar diag-
noésticos categoriales, como son el ICD y DSM, junto con un diagnéstico dimen-
sional, el cual nos aporta informacién de los sintomas a lo largo de un continuo de
bienestar-enfermedad. La evidencia cientifica apunta a que el fenotipo natural de la
psicosis es dimensional, con diferentes dominios de sintomas: positivos, negativos,
desorganizados, maniacos, depresivos y neurocognitivos distribuidos a lo largo de un
continuo y cémo los cambios en las distintas dimensiones van a trazar el tratamiento
e influir en el resultado (van Os et al., 1999). Un creciente numero de estudios han
comprobado que en muestras clinicas de pacientes con trastornos psicoticos diag-
nosticados tanto dimensional como categorialmente; se obtienen mejores resultados
con un diagnéstico combinado que con uno que no lo es, en términos de utilidad de
los criterios, informacion sobre la etiologia, necesidad de tratamiento y resultados
(Allardyce, Mccreadie, Morrison, & Os, 2007; Dikeos et al., 2006; van Os et al., 1990).
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1.3 Epidemiologia. Prevalencia e incidencia

La incidencia es definida como el nimero de nuevos casos en una poblacion
sobre un periodo de observacion. En el caso de la esquizofrenia la incidencia se en-
cuentra sobre 0.20/1000/afio (Messias, Chen, & Eaton, 2007).

La prevalencia puede clasificarse en dos tipos: puntual y de periodo. La primera
hace referencia a la proporcién de individuos que tienen una determinada enfer-
medad en un momento dado, mientras que la segunda informa de qué proporcion
de personas sufriran la enfermedad en algin momento de la vida. Asi, la prevalen-
cia puntual de la esquizofrenia se estima alrededor de 5 por cada 1000 habitantes
(Messias et al., 2007). En una revision mas actual donde evaltan la prevalencia de la
esquizofrenia desde el afio 1990 hasta el 2013 se estima que la prevalencia puntual se
sita en un 0.32% mientras que la prevalencia de periodo, para 12 meses o tiempo de
vida, esta alrededor de 0.39% (Simeone, Ward, Rotella, Collins, & Windisch, 2015).

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, la esquizofrenia es un trastorno
mental que llega a cronificarse generando afios de incapacidad para los pacientes que
la sufren. Como puede comprobarse en la figura 1, este trastorno ocupa el cuarto lu-

gar, dentro de las enfermedades mentales, en cuanto a afios vividos con discapacidad.

Por dltimo, hay que destacar que la esquizofrenia no se distribuye homogénea-
mente a lo largo de culturas, pafses o géneros. En cuanto al género, aun no encon-
trandose diferencias en la prevalencia de la esquizofrenia, parece haber mayor inci-

dencia entre los hombres que en las mujeres (Barajas et al., 2015).
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Datos globales del porcentaje de afios vividos con discapacidad en los trastornos mentales.

Adaptado de Vos et al., 2012.
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1.4 Etiopatogenia de la esquizofrenia

1.4.1 Factores biolégicos
[.4.1.1 Genética de la esquizofrenia

Desde hace bastantes décadas se ha demostrado que existe un componente
genético en la esquizofrenia, traducido en altos indices de heredabilidad. Se han
llevado a cabo diferentes estudios para comprobar esta asociacion, desde datos de
familiares hasta estudios de adopcion. Como se muestra en el figura 2 (Ruiz, De,
Sanchez, & Paez, 2010), cuanto mayor es el grado de parentesco, mayor riesgo se tie-
ne en el desarrollo de la esquizofrenia. En estudios de gemelos se ha observado una
mayor concordancia entre monocigoticos (27% al 69%) que en los dicigéticos (5%
al 31%) (Kallmann, 1994; Kendler, 1983) y en los estudios de adopcion se encontro
una prevalencia hasta del 11% en los hijos de madres esquizofrénicas mientras que

en los hijos de madres no esquizofrénicas no se observé ningun caso (Heston, 1960).
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Heredabilidad en la esquizofrenia.

Estudios de ligamiento y asociaciéon han sido realizados para identificar cuales
son los genes implicados en la esquizofrenia. Aunque se debe resaltar que la genética
en la esquizofrenia presenta una gran complejidad ya que estan comprometidos mul-
tiples genes que tienen un efecto modesto e interactian produciendo los distintos
fenotipos. A continuacion pasamos a describir algunos de los genes que se han visto
implicados en los trastornos del espectro esquizofrénico.

Numerosos estudios han encontrado asociaciones entre el gen de la Neuregu-
lina 1 (#7g7) y la esquizofrenia. Se sabe que la sefializacion por nrgl, via ErbB, la regu-
lacién de receptores de acido N-metil-aspartato (NMDA) y las proteinas de densidad
postsinaptica (psd-95), estan implicados en la diferenciacion y la migracion neuronal.
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Aunque el papel que juega #rg! en la esquizofrenia aun es desconocido, podria
sugerirse que el aumento encontrado en muestras postmortem de humanos de la
sefializacion de #rgl inhibirfa la funcion de los receptores NMDA (Hahn et al., 2000).

El gen de que codifica a la proteina Disbindina, el dmbp1, que esta amplia-
mente localizado en el cerebro, tanto pre como postsinapticamente, parece tener
cierta influencia en la transmisioén glutamatérgica y se ha visto también implicado en
este trastorno. De este modo, se han encontrado en cerebros de pacientes esquizo-
trénicos niveles bajos de la expresion del mensajero del gen dnbpl o de la proteina
correspondiente (Bray et al., 2005). Ademas, se ha descrito la asociacion entre ha-
plotipos de riesgo de dmbp1 y sintomas negativos mas graves (DeRosse et al., 2000;
Fanous et al., 2012).

En el cromosoma 13 se ha encontrado un locus fuertemente asociado a la esqui-
zofrenia, entre otros genes, este locus contiene el gen activador de la D-aminoéci-
do oxidasa (daoa) (J. Chen et al., 2013). La expresion de este gen tiene como conse-
cuencia la activacion de la D-aminoacido oxidasa y esta a su vez, oxida a la D-serina
la cual es un coagonista de los receptores de NMDA. Por este motivo, parece ser un

candidato que sustenta la hipotesis glutamatérgica de la esquizofrenia.

La catecol-ometiltransferasa, codificada por el gen comt ha recibido mucha
atencion en los ultimos tiempos. Se trata de una enzima que participa en la elimina-
cién de la dopamina (DA) del espacio sinaptico y podria estar implicada en la regu-
lacion de la neurotransmision relacionada con la esquizofrenia (Craddock, Owen, &
O’Donovan, 2006; Tunbridge, Harrison, & Weinberger, 20006). El estudio de Egan et
al., 2001, revela que el alelo Val(108/158)Met de la comt al aumentar la catabolizacion
de la DA en la corteza Prefrontal (CPf) perjudica a la cognicion, siendo este mecanis-

mo el que confiere mayor riesgo de esquizofrenia.

La translocacion que se ha encontrado en el cromosoma 1 y que ocasiona la dis-
rupcion del gen dise (del inglés: disrupted in schizophrenia 1) esta relacionada con la
esquizofrenia y también con otros trastornos psiquiatricos. De hecho, en los tltimos
afios este gen ha emergido como el mejor candidato para este trastorno siendo un
factor de riesgo en diferentes poblaciones (Craddock, O’Donovan, & Owen, 2005;
Hennah, Thomson, Peltonen, & Porteous, 2006; Porteous, Thomson, Brandon, &
Millar, 2000). Varios estudios de neuroimagen refieren que los haplotipos de dzse estan
asociados con una alteracion en la funcion hipocampal, en la memoria de trabajo y en
la cognicidn, en individuos que presentan esquizofrenia pero también en aquellos que
no la presentan, lo que explicarfa la influencia de este gen en los distintos endofenoti-
pos cognitivos (Callicott et al., 2005; Cannon et al., 2005; Porteous et al., 2000).
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|.4.1.2 Alteraciones neuroquimicas en la esquizofrenia
* Hipotesis dopaminérgica

En la década de los 70, con el descubrimiento de los antipsicoticos y su efec-
tividad en la esquizofrenia, se comenzé a relacionar este trastorno con alteraciones
dopaminérgicas, sosteniendo asi la hipétesis de que la sintomatologia esquizofrénica

podia deberse a un exceso o extremada sensibilidad de este neurotransmisor.

Estos cambios bioquimicos han sido localizados anatémicamente en regiones
especificas del cerebro mediante estudios post-mortem. Diversos estudios muestran
un incremento de los niveles de DA en el estriado (St) y de la densidad de los recepto-
res de dopamina tipo 2 (D2R), sin embargo no se han encontrado cambios en la den-
sidad del transportador de dopamina (DAT) (Mackay et al., 1982; Pearce, Seeman, Je-
llinger, & Tourtellotte, 1990). Un estudio reciente ha sido capaz de especificar cual es
la naturaleza de los cambios en los D2R, observandose que la expresion presinaptica
de los D2R estaba incrementada mientras que la expresion predominantemente post-
sinaptica estaba decrecida en la CPf dorsolateral en relaciéon con los sujetos control
(Kaalund et al., 2014). También ha sido relevante el estudio del receptor de dopamina
tipo 4 (D4R) ya que se ha observado un incremento de hasta seis veces en la densidad
de este receptor en pacientes esquizofrénicos (P Seeman, Guan, & Van Tol, 1993).

Los estudios de neuroimagen, tanto la Tomografia por Emision de Positrones
como la Tomograffa Computerizada por Emisién de Fotén Unico, han permitido
la cuantificacion de la funciéon dopaminérgica “in vivo”. Con estas investigaciones
se ha podido comprobar que los antipsicéticos son capaces de traspasar la barrera
hematoencefalica y a su vez, que bloquean los receptores estriatales D2/3 con dosis
clinicamente efectivas (O. Howes, Mccutcheon, & Stone, 2016). El potencial efecto
de los antipsicoticos sobre los D2R se ha demostrado en un estudio que fue llevado a
cabo en pacientes tratados con antipsicoticos por un periodo prolongado, y que tem-
poralmente se les habia retirado la medicacion, y en pacientes naive (sin tratamiento).
Los resultados mostraron un incremento en la biodisponibilidad de los D2R en los
pacientes con tratamiento prolongado con antipsicéticos, confirmando que hay un
aumento en regulaciéon de los D2R en los tratamientos antipsicoticos (Silvestri et al.,
2000). Sin embargo, los resultados de este tipo de estudios parecen mostrar cierta
inconsistencia debido a la heterogeneidad entre los mismos; tanto por los distintos
marcadores radioactivos utilizados, por la duracion de la enfermedad o incluso por el

tratamiento farmacolégico empleado.
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En cuanto al estudio de la densidad del receptor de dopamina tipo 1 (D1R), las
distintas investigaciones han mostrado bastante disparidad entre ellas. Se han encon-
trado, por un lado, disminuciones en la densidad de los D1R en areas corticales y
estriatales en pacientes medicados (Kosaka et al., 2010), mientras que otros estudios
presentan disminuciones de este receptor en areas corticales (Abi-Dargham et al.,
2012). Esta heterogeneidad en los resultados puede venir explicada porque los ra-
dioligandos utilizados para los D1R también se unen a los receptores de serotonina

(5-HT), que a su vez, también estan implicados en la etiologfa de la esquizofrenia.

Distintos estudios de neuroimagen también han investigado la densidad de los
DAT. Una de las primeras teorfas degenerativas de la esquizofrenia se basaba en que
los cambios en la densidad del DAT en los terminales estriatales eran fundamentales
para la etiologfa del trastorno. Se proponia que esta relaciéon era debida a la actividad
hiperdopaminérgica y que esta actividad podria ser neurotdxica, ocasionando pérdi-
da de neuronas dopaminérgicas en el St (] A Lieberman, Kinon, & Loebel, 1990).
Diferentes metaanalisis no han encontrado evidencia de alteraciones en la densidad
de los DAT en el St en pacientes esquizofrénicos (J. Chen et al., 2013; O. D. Howes
et al., 2012), lo que indica que los cambios dopaminérgicos en la esquizofrenia no
son secundarios a los cambios encontrados en los DAT o en la densidad de neuronas
dopaminérgicas a nivel presinaptico (O. Howes et al., 2016).

En cuanto a la sintesis de DA la mayoria de estudios se han llevado a cabo con
el radio marcador para la L.-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), ya que propot-
ciona un indice de la capacidad en la sintesis de DA presinaptica y la disponibilidad
de DA para la liberacion desde los terminales presinapticos (Kumakura & Cumming,
2009). En estas investigaciones se ha evidenciado una gran elevacion en la capaci-
dad de sintesis en la esquizofrenia en comparacion con los sujetos controles (O. D.
Howes et al., 2012). La liberacion de DA ha sido medida utilizando radio trazadores,
como la [11C] racloprida o el [1231] IBZM, que se unen a los D2R compitiendo asi
con la DA. Por tanto, si después de un desafio farmacolégico que provoca liberacion
de DA se observa una disminucion en la unién del radio trazador se asume que ha
habido un aumento de la DA extracelular. Las investigaciones que han utilizado este
enfoque han demostrado que hay un aumento significativo en la liberaciéon de DA en
los pacientes esquizofrénicos en comparacioén con los controles. Ademas se obser-
v6 que el grado de desplazamiento del radio trazador correlacioné con el grado de
empeoramiento de los sintomas psicoticos (Laruelle, Abi-Dargham, Gil, Kegeles, &
Innis, 1999; Pogarell et al., 2012).
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* Hipotesis glutamatérgica

Los inicios de esta hipotesis se remontan hacia los afios 50 con estudios que
describfan mejoras en los pacientes esquizofrénicos tratados con acido glutamico.
Originalmente, esta hipotesis fue concebida como un déficit en la neurotransmision
glutamatérgica y después de desarrollarse durante décadas parece que prevalece la
implicacién de los receptores NMDA. Asi, en estudios postmortem se ha encontra-
do una densidad reducida de la subunidad 1 de los receptores NMDA en la corteza
frontal y temporal superior (Humphries, Mortimer, Hirsch, & de Belleroche, 1996;
Sokolov, 1998).

Otros resultados que apoyan la disfunciéon de los receptores NMDA en la es-
quizofrenia son los estudios realizados con antagonistas para estos receptores, y
muestran que la administraciéon de estos desencadena en sintomas psicologicos que
se asemejan a la sintomatologia esquizofrénica, incluyendo tanto sintomas positi-
vos como negativos (Javitt, 2007; Krystal et al., 1994; Morgan & Curran, 2000). Se
ha demostrado que la administracion de antagonistas de los receptores de NMDA
produce neurotoxicidad en regiones corticales, alterando el volumen de estas zonas,
parecidas a las observadas en pacientes esquizofrénicos, y por tanto se sugirié que
el glutamato (Glu) podria subyacer a estos efectos neurotoxicos (Olney & Farber,
1995). El mecanismo por el cual los antagonistas de los receptores de NMDA pro-
ducen aumentos de Glu y neutoxicidad no ha sido esclarecido, aunque parece ser que
las interneuronas GABAérgicas estarfan involucradas en el mismo. En este sentido,
se ha demostrado que los antagonistas de NMDA reducen la funcién de las inter-
neuronas GABAérgicas lo que aumentaria el disparo de las neuronas piramidales
(Homayoun & Moghaddam, 2007; Olney & Farber, 1995).

Los estudios de neuroimagen, aunque bastante posteriores a los realizados en
el sistema dopaminérgico, también apoyan la hipotesis glutamatérgica. La espectros-
copia por resonancia magnética nuclear (RMN) ha permitido medir los niveles de
Glu y Glutamina (Gln), en personas con alto riesgo de psicosis. Tanto en primeros
episodios psicéticos, como en esquizofrénicos cronicos se ha encontrado que los
niveles de Gln, en el primer caso, y el ratio de Gln/Glu, en el segundo, se encontra-
ban aumentados en el cértex cingulado anterior (Homayoun & Moghaddam, 2007;
Tandon et al., 2013).

En resumen, parece que hay aspectos del trastorno que tienen una explicacion mas clara-
mente dopaminérgica, como los sintomas psicoticos (Reith et al., 1994), mientras que los sinto-
mas cognitivos y negativos parecen explicarse mejor desde el sistema glutamatérgico (Javitt, 2010).
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No obstante, en los ultimos afios se ha propuesto una hipotesis que integra
tanto los cambios en el sistema dopaminérgico como en el glutamatérgico
debido a las extensas y reciprocas interacciones que se dan entre ellos. Las neu-
ronas dopaminérgicas estan reguladas por las proyecciones glutamatérgicas que se di-
rigen a los nucleos dopaminérgicos del mesencéfalo, lo que puede producir cambios
temporales debidos a la funcién glutamatérgica. Como se muestra en la figura 3, se
ha sugerido que la actividad dopaminérgica en la esquizofrenia podtia ser secundaria
a la alteracion de la actividad glutamatérgica (O. Howes et al., 2016).
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Interacciones entre las vias glutamatérgicas y dopaminérgicas. Adaptado de Howes et al., 2016

|.4.1.3 Alteraciones neuroanatomicas en la esquizofrenia.

Los estudios con Tomografia Axial Computerizada como los de RMN han he-
cho posible el estudio de estas alteraciones en los trastornos esquizofrénicos. A pesar
de los avances encontrados en este campo, la heterogeneidad en los resultados entre
los distintos estudios es muy grande, lo que podtia obedecer a la variabilidad clinica
que se presenta en los pacientes. En general, se ha encontrado una disminucion del
volumen total cerebral, sin diferencias entre los dos hemisferios, y que puede estar
asociado al ensanchamiento de los surcos corticales (Kleinschmidt et al., 1994). Aun
asi, los distintos estudios parecen seflalar que habria unas estructuras mas afectadas

que otras en la esquizofrenia.

Practicamente todos los estudios han mostrado la afectacion de los ventriculos
laterales. En los pacientes esquizofrénicos se ha encontrado un aumento en el vo-
lumen ventricular cerebral, especialmente en las astas temporales y frontales (Lawrie
& Abukmeil, 1998; Shenton, Dickey, Frumin, & McCarley, 2001; I. C. Wright et al.,
2000). Esta alteracion estructural no puede ser debida al efecto de la medicacion o al
proceso degenerativo de la enfermedad ya que ha sido encontrada en las fases tem-
pranas (Andreasen et al., 1990). Por el contrario, las diferencias encontradas en los
ganglios basales si parecen estar mediadas por la medicacion neuroléptica. Se ha ob-
servado un aumento de volumen del nicleo caudado, putamen y el globo palido en

pacientes esquizofrénicos que estan tratados con antipsicoticos tipicos y parece que
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el efecto se revierte cuando son sustituidos por antipsicoticos de segunda generacion
(Corson, Nopoulos, Miller, Arndt, & Andreasen, 1999; Scheepers, Gispen de Wied,
Hulshoff Pol, & Kahn, 2001; I. C. Wright et al., 2000).

También existen numerosas investigaciones que coinciden en la disminucién del
volumen del complejo hipocampo-amigdala y del giro temporal superior, asi
como una disminucién en las areas temporolimbicas y el giro hipocampal (Matsumo-
to et al., 2001; Nelson, Saykin, Flashman, & Riordan, 1998; Sanfilipo et al., 2000; 1.
C. Wright et al., 2000). Estos hallazgos son consistentes con los déficits de memoria

que presentan los pacientes esquizofrénicos.

La hipofisis es otra de la estructuras implicadas en la esquizofrenia y se ha en-
contrado que en los primeros episodios el volumen hipofisario es mayor que en los
estadios mas cronificados de la enfermedad donde este se ve disminuido debido a los
repetidos episodios de activacion asociados al estrés (Pariante et al., 2004).

|.4.1.4 Alteraciones neurofisioldgicas en la esquizofrenia.

Las principales técnicas utilizadas han sido la electroencefalografia (EEG) y los

potenciales evocados.

Los resultados obtenidos mediante la EEG muestran que las ondas alfa 1 (ondas
de menor frecuencia, relacionadas con procesos atencionales y de memoria) presen-
taban mayor actividad en los pacientes esquizofrénicos con predominancia de sinto-
mas positivos en comparacion con aquellos que presentaban mas sintomas negativos
y con los controles. Las ondas alfa 2 (ondas de mayor frecuencia, relacionadas con
la memoria semantica a largo plazo) mostraban menor actividad en los pacientes con
un reciente inicio en la esquizofrenia en comparaciéon con los sujetos controles en las
areas frontales, ademas el subgrupo de sintomas negativos mostraba menor actividad
aun (John et al., 2009). Esta actividad también ha sido asociada a la respuesta al tra-
tamiento, asi una mayor actividad de alfa 1 predice mejores respuestas mientras los
aumentos de alfa 2 estarfan informando de la resistencia al mismo (Ramos, Cerdan,
Guevara, Amezcua, & Sanz, 2001). Las ondas delta, relacionadas con la formacion
de la memoria y la recuperacion de la informacién, mostraron mayor potencia en el
subgrupo con mayores sintomas negativos, vinculandose estos sintomas al hipome-
tabolismo cortical difuso. Ademas una menor actividad de estas ondas parece rela-
cionarse con una mejor respuesta al tratamiento (Ramos et al., 2001), por tanto cabe
esperar que los pacientes con predominancia de sintomas negativos muestren mayor

resistencia al mismo. Sin embargo, la disminucién de las ondas theta, encontrada
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tanto en el subgrupo de sintomas positivos como negativo, se propone como un
sello distintivo en la esquizofrenia, que junto con la reducciéon de la potencia de alfa
2 podria explicar los sintomas cognitivos en la esquizofrenia. Para finalizar, en este

estudio no se encontraron diferencias entre los grupos en las ondas beta.

En cuanto a los estudios realizados con potenciales evocados, estos revelan
que los pacientes esquizofrénicos sufren alteraciones en la onda P50 (reflejo de un
mecanismo de inhibicién para eliminar estimulos irrelevantes). Una alteracion en esta
onda podria imposibilitar la capacidad de discriminar los estimulos relevantes debi-
do a una sobrecarga sensorial (Bramon, Rabe-Hesketh, Sham, Murray, & Frangou,
2004).

También se ha investigado la amplitud de la onda P300 que aparece en torno a
300 ms después de la presentacion de un estimulo anormal en una serie de estimulos
congruentes. Los distintos estudios han comprobado que esta onda parece dismi-
nuida en sujetos con esquizofrenia (Frodl-Bauch, Gallinat, Meisenzahl, Moller, &
Hegerl, 1999; Mathalon, Ford, & Pfefferbaum, 2000).

Por ultimo el potencial de disparidad, que muestra una disminuciéon en su
amplitud en la esquizofrenia y que al estar asociado a procesos preatencionales pa-
rece indicar un claro deterioro del procesamiento de la informacién auditiva y de la
memoria sensorial auditiva. Ademas este potencial esta relacionado con el curso de
la enfermedad ya que no se encuentra alterado en los primeros episodios pero sin

embargo comienza a mostrarse la alteracion a medida que el trastorno comienza a
cronificarse (Umbricht & Krljes, 2005).

1.4.2 Factores ambientales.

Los primeros trabajos sobre la etiopatogenia de la esquizofrenia ya discutian la
relevancia de los factores ambientales, pero siempre quedaron ensombrecidos por
las limitaciones metodologicas y por el quiza excesivo numero de modelos biologi-
cos utilizados. Aunque hasta hace pocos afos la etiologia de la esquizofrenia ha sido
dominada por la busqueda de genes, recientemente las hipétesis ambientales han ido
ganando fuerza (Alan S. Brown, 2011).

La evidencia muestra que en el periodo prenatal y perinatal hay factores am-
bientales asociados al desarrollo de la esquizofrenia. Las infecciones maternas por
virus (sarampion, rubeola, varicela, herpes simple tipo 2), bacterias (pielonefritis,

neumonia y otras infecciones respiratorias) o parasitos (toxoplasma), parecen ser
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candidatos plausibles. Ademas es sabido que los microbios infecciosos causan anot-
malidades congénitas en el cerebro, disfunciones neurocognitivas y alteraciones com-
portamentales (Alan S. Brown, 2011).

Muchas de estas investigaciones se han centrado en una epidemia del virus in-
fluenza A subtipo 2 (H2N2) que ocurrié en el afio 1957. Se ha seleccionado esta
epidemia sobre otras por su alta morbilidad y por estar circunscrita al periodo de ocu-
rrencia. Inicialmente se observaron asociaciones entre la esquizofrenia y la epidemia
del virus influenza en todo o parte del segundo trimestre del desarrollo gestacional
(Alan S Brown & Derkits, 2010). Aunque este estudio tuvo sus limitaciones, debido

a que estos mismos resultados han sido encontrados en diferentes pafses (Kendell &

Kemp, 1989; Kunugi et al., 1995; ] McGrath & Castle, 1995).

En el caso de la rubeola, se ha encontrado que hay 5 veces mas de riesgo de
sufrir esquizofrenia en las madres que estuvieron expuestas a este virus, ademas de

una disminucién del cociente intelectual y anomalias neuromotoras y conductuales

premérbidas (A S Brown et al., 2001).

Otro patogeno que puede estar asociado a una mayor prevalencia de la esquizofrenia
durante el embarazo es el Toxoplasma gondii. Se ha observado que el incremento mater-
no de los niveles del anticuerpo de inmunoglobulina para Toxoplasma gondii en la madre
duplica el riesgo de sufrir esquizofrenia (Alan S Brown et al., 2005). Sin embargo, con
el virus del herpes simple tipo 2 (HSV-2), donde las anormalidades congénitas son
similares a las que se desarrollan con la infeccion de Toxoplasma gondii, parece haber cierta
controversia. De los dos estudios principales llevados a cabo, uno de ellos demuestra
asociaciones entre altos niveles de inmunoglobulina para HSV-2 y el riesgo de esquizo-
trenia (Buka, Cannon, Torrey, & Yolken, 2008), mientras que el otro no ha sido capaz de
replicar estos hallazgos. Estas diferencias parecen explicarse por las divergencias meto-
doldgicas entre las dos investigaciones, tanto por la seleccion de la cohorte como por el
namero de sujetos.

Pero no todo el periodo de gestacion entrafia el mismo riesgo, parece haber
vulnerabilidad a la esquizofrenia con las infecciones que se producen desde el inicio
hasta la mitad del embarazo. Se ha encontrado que influenza virus en la primera mi-
tad del embarazo aumenta el riesgo de esquizofrenia en la descendencia hasta tres
veces mas mientras que en el primer trimestre hasta siete veces. En la rubeola y otras
infecciones bacterianas la mayor asociacion se encontré en el primer trimestre (Alan
S Brown & Susser, 2002; Sorensen, Mortensen, Reinisch, & Mednick, 2009). Sin em-
bargo, no se han encontrado asociaciones entre la segunda mitad del embarazo y el
riesgo de esquizofrenia (Alan S Brown et al., 2004).
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Otro factor gestacional al que se le ha prestado atencion en los ultimos tiempos
es la nutricion. Un gran nimero de trastornos neuropsiquiatricos estan relacionados
con la deprivacion nutricional y se ha comprobado que la utilizacién de suplementos

vitaminicos y minerales previenen este riesgo (A S Brown et al., 1990).

Principalmente son dos los micronutrientes implicados en el riesgo de esquizo-
frenia: el acido félico y la vitamina D. Los niveles bajos de acido félico se tra-
ducen en niveles altos de homocisteina, considerandose al segundo un marcador del
primero (Alan S. Brown, 2011). La homocisteina esta implicada en la esquizofrenia
a través del antagonismo de los receptores de NMDA (ver hipotesis glutamatérgica
de la esquizofrenia).

Se ha propuesto que niveles bajos de vitamina D podrian ser otro factor de
riesgo en el desarrollo de la esquizofrenia, lo que se ha justificado por dos variables
importantes: la estacion en la que se nace y el color de piel. En el primer caso, se ha
observado que en los paises donde los rayos del sol inciden menos y hay menos horas
de luz, o el nacimiento es en la estacion invernal, aumenta el riesgo de esquizofrenia
por la disminucién en los niveles de vitamina D (Davies et al., 2003). Estos hallazgos
también se han comprobado en personas con la tez mas oscura ya que presentan
niveles mas bajos de vitamina D (Elizabeth Cantor-Graae & Selten, 2005; Davies et
al., 2003).

En cuanto a las complicaciones obstétricas como preeclampsia, diabetes ma-
terna, asfixia, atonfas uterinas o cesareas de emergencia, se han encontrado incre-
mentos en el riesgo de padecer esquizofrenia hasta dos veces mayor, llegando hasta
tres veces en el caso de la diabetes, cesareas de emergencia, bajo peso en el nacimien-
to y desprendimiento de la placenta (M. Cannon, Jones, & Murray, 2002).

Por ultimo, el estrés maternal también se ha postulado como factor predispo-
nente. Se ha comprobado que los hijos de madres que han sufrido estrés durante el
embarazo debido a una muerte o una grave enfermedad en la familia, tienen hasta

dos veces mas riesgo de desarrollar esquizofrenia (Khashan et al., 2008).

Ademas de los factores prenatales y perinatales, existen otros factores ambien-
tales, de caracter social y relacional, que parecen influir en el desarrollo de este tras-

torno mental.

Desde hace 50 anos se ha relacionado la edad parental con el desarrollo de es-

quizofrenia, pero quedaba por aclarar si incidia mas la edad materna, paterna o ambas.
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Estudios mas actuales llevados a cabo en distintas poblaciones ponen de manifiesto
que el riesgo de esquizofrenia aument6 dos veces mas en padres que comprendian
edades entre 45-49, aumentando hasta tres veces en padres que sobrepasaban los 50
afios, en comparacion con padres de 25 afios (Malaspina et al., 2001).

Otro factor de vulnerabilidad para el desarrollo de la esquizofrenia es el trauma
en el periodo infantil. Esto incluye tanto maltrato fisico como psicolégico, pérdida
parental, divorcio o separacion, abuso de drogas en los padres o pobreza. Hay hasta
tres veces mas de riesgo de sufrir la enfermedad en las personas que padecieron trau-
mas como los descritos anteriormente (Sahin et al., 2013). Ademas parece que existe
una relacion directa entre la severidad de los sintomas con el grado de maltrato, de
este modo las personas que sufrieron un maltrato severo presentaran mayor sinto-
matologia de la enfermedad (Braehler et al., 2013). También parece estar asociado
con una mayor presencia de sintomas positivos y con la no remision de los mismos
en estados avanzados de la enfermedad (Cohen, Palekar, Barker, & Ramirez, 2012).

El concepto de derrota social, asociado a la poblacién inmigrante, ha adquirido
cierta importancia en la explicacion de la esquizofrenia en los tltimos anos. El mo-
delo de estrés social denominado intruso-residente se basa en las experiencias estre-
santes, derrotistas y con poco control a las que se expone un individuo cuando es in-
troducido en una sociedad donde ya vivian previamente otros con diferente cultura.
Este argumento es sostenido por la idea que los estresores sociales, que inciden mas
marcadamente en grupos en riesgo de exclusion social, pueden ser el desencadenante

de un riesgo genético subyacente (Davis et al., 2016).

Por ultimo, el estatus socioecondémico es otro de los factores que aportan
vulnerabilidad en la esquizofrenia. L.a mayoria de estudios dedican sus esfuerzos a
conocer si un estatus socioeconémico bajo es la causa o la consecuencia de la enfer-
medad. La primera hipétesis propondria que la exposicion a este tipo de ambientes,
asociado a su vez a factores psicosociales y biologicos, daria como resultado una ma-
yor propension a sufrir esquizofrenia. Mientras que la segunda hipotesis sugiere que
la enfermedad resulta en contextos mas desfavorecidos y estatus sociales mas bajos.
Aunque estudios realizados hace varias décadas no encontraron asociacion alguna
entre las variables, en los ultimos estudios realizados se ha comprobado que un esta-

tus socioeconémico bajo puede influir en el riesgo de esquizofrenia (Corcoran et al.,

2009; Wicks, Hjern, Gunnell, Lewis, & Dalman, 2005).

En resumen, son muchos los estudios que han demostrado que los factores bio-

logicos estan implicados en la esquizofrenia. Distintas areas de conocimiento de la
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genética y las neurociencias han atestiguado estas alteraciones y, de hecho, en la ma-
yoria de los casos estas han presentado correspondencia con la sintomatologia propia
de este trastorno, llegando a ser posible incluso diferenciar entre la heterogeneidad
presentada en los pacientes esquizofrénicos. Sin embargo, cuando consideramos la
etipatogenia de un trastorno mental, como es el caso de la esquizofrenia, el esfuerzo
no debe estar encaminado a encontrar la causa de la enfermedad. En la actualidad, se
contemplan modelos interaccionistas donde se asocian distintas variables que darian
lugar al desarrollo del trastorno. Por tanto, se puede considerar que los factores bio-
logicos pueden ser expresados, o no, dependiendo de ciertos factores ambientales,
dando lugar asi a la esquizofrenia.

1.5 Modelos animales en esquizofrenia

Los modelos animales son una herramienta muy util para la investigacion de
las bases neurobiolégicas de los trastornos mentales. Permiten una rapida monito-
rizacion del proceso de la enfermedad y la realizacion de procedimientos invasivos
que no serfan posibles en los pacientes. Los modelos animales para el estudio de la

neurobiologia de los trastornos mentales deben cumplir tres criterios fundamentales

(Figura 4).

- Validez de constructo: el fundamento del modelo debe basarse en la hipo-
tesis que explica el trastorno, es decir que el modelo debe medir lo que se pretende
medir.

- Validez predictiva: si el modelo responde adecuadamente a los efectos del
tratamiento que se da en la condicién patolégica.

- Validez de apariencia: es la similitud fenomenolégica entre lo que se presen-

ta en el trastorno psicopatologico y el modelo.

Sin embargo, la utilizacion de estos modelos plantea algunos problemas como
la evaluacién de las funciones cognitivas superiores (lenguaje y pensamiento) que se
dan propiamente en humanos. En el caso de la esquizofrenia ademas se presenta otro
problema, y es que no se puede contar con un control positivo en la medicacion ya
que no existe en la actualidad, un solo farmaco que aune el tratamiento de todos los
sintomas.

Hasta la fecha se han desarrollado unos 20 modelos animales diferentes para la
esquizofrenia (Carpenter & Koenig, 2008), aunque muchos de ellos muestran una
superposicion metodologica y podrian encuadrarse dentro de tres categorias: mani-

pulacion genética, farmacolégicos y del neurodesarrollo.
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Figura 4.

Validez en los modelos animales de esquizofrenia. Adaptado de Jones et al., 2011.

1.5.1 Modelos genéticos

La forma de estudiar la implicaciéon en un trastorno concreto suele realizase
mediante los animales transgénicos. Especificamente se utiliza ratones a los cuales se
les modifica uno o mas de sus genes, inactivando en el caso de los £nock-out (KO) o
sobreexpresando en los &nock-in. Bsto permite medir las diferencias que presentaran
los animales en comparacién con el grupo control en relacion a la funcién que tiene

€sc gen en concreto.

El primero de los genes implicados en la esquizofrenia ha sido disc7, el cual esta
implicado en funciones como la sinaptogénesis, migracion neuronal y plasticidad si-
naptica. Algunas alteraciones patologicas y del comportamiento en estos ratones son
similares a las encontradas en la esquizofrenia. Neuroanatémicamente, se observa en
estos ratones un aumento del volumen de los ventriculos laterales y una disminucion
en el grosor cortical y en el volumen cerebral. Ademas, existen resultados que indican
reducciones en la complejidad dendritica del hipocampo (Hp), en la estructura y la

densidad, consistente con los déficits cognitivos encontrados en esquizofrenia (Jaa-
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ro-Peled, Ayhan, Pletnikov, & Sawa, 2010; Shen et al., 2008). Comportamentalmente,
se han observado déficits sutiles en la inhibicién prepulso (PPI) e hiperactividad
locomotora en el gpen field, ademas de sintomas negativos como anhedonia y depre-
sion (Hikida et al., 2007). Sin embargo, estos hallazgos son controvertidos ya que
hay estudios que no encuentran diferencias en ninguno de estos parametros (Koike,
Arguello, Kvajo, Karayiorgou, & Gogos, 2006; Pletnikov et al., 2008).

Uno de los potenciales objetivos moleculares que subyace a las alteraciones de
en la neurotransmision en la esquizofrenia es el gen dfnbpl, el cual codifica a la pro-
tefna disbidina-1 que esta involucrada en la neurotransmision excitatoria regulando
la exocitosis, la biogénesis de vesiculas y el trafico de D2R (Papaleo et al., 2012). Se
ha comprobado que existe una disminucién de disbidina-1 en pacientes esquizofré-
nicos y que esta podria contribuir a los cambios en la conectividad sinaptica y en la
sefalizacion glutamatérgica alterada en la esquizofrenia (Weickert, Rothmond, Hyde,
Kleinman, & Straub, 2008). En el plano conductual se ha encontrado hiperactivi-
dad locomotora en el gpen field, alteraciones en la memoria de trabajo y reduccion

en el contacto social en animales con manipulaciones en este gen (Cox et al., 2009;

O’Tuathaigh, Kirby, Moran, & Waddington, 2010; Papaleo et al., 2012).

En el caso del gen nrgl, que interviene en el desarrollo y funcionamiento del
sistema nervioso asi como en la neurotransmision tanto excitatoria como inhibitoria,
los diferentes estudios con animales KO muestran muchas discrepancias entre ellos.
Se ha encontrado mucha diversidad y falta de consistencia en los efectos, ademas de
una escasez de estudios farmacologicos. Por este motivo, se requieren mas investiga-

ciones antes de poder evaluar la relevancia funcional de #7¢7 en los modelos animales

(Jones, C.A., Watson, D.J.G., 2011).

El gen que codifica a la proteina de reelina se ha visto implicado en la formacion
sinaptica y la plasticidad neuronal dentro del sistema nervioso central (SNC). El ra-
ton KO para la reelina tiene un fenotipo conductual con algunos sintomas que se han
descrito en la esquizofrenia, ademas de presentar un incremento del empaquetamien-
to neuronal y una densidad reducida de las espinas dendriticas en el CPf e Hp, lo que
también se ha observado en cerebros de pacientes con esquizofrenia (W. S. Liu et al.,
2001). Es significativo que dado que las reducciones de reelina ocurren en el Hp y
CPf, areas implicadas en los sintomas cognitivos de la esquizofrenia, sorprendente-
mente estos ratones no muestran déficits cognitivos (Krueger et al., 2006), de hecho
presentan un comportamiento normal en tareas de aprendizaje inverso, control in-
hibitorio, una adquisicién y retencién en memoria espacial normales y una memoria
de trabajo inalterada (Arguello & Gogos, 2010; Krueger et al., 20006). Por tanto, los
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datos sugieren que aunque la reelina se ha visto implicada en la esquizofrenia todavia
se requiere mayor investigacion para utilizar estos ratones KO en la comprension de

este trastorno.

1.5.2 Modelos Farmacolégicos.

Generalmente estos modelos se basan en la utilizaciéon de farmacos para inducir
la sintomatologfa esquizofrénica, mas concretamente los sintomas psicoticos. En la
esquizofrenia, los farmacos mas utilizados han sido la anfetamina (AMP) y la fen-
ciclidina (PCP).

Los primeros modelos farmacolégicos desarrollados en la esquizofrenia han sido
los relacionados con la disfuncion de la DA, intentado imitar esta caracteristica. Para
ello se ha utilizado la AMP, ya que se ha descrito que la administracion de la misma
produce un cuadro psicotico que incluye alucinaciones auditivas y delirios, semejante
a los sintomas positivos de la esquizofrenia, y porque actia como agonista directo
de los receptores dopaminérgicos. La administraciéon cronica de AMP en roedores
provoca una sensibilizacion persistente y una hiperlocomocion (Robert E Feathers-
tone, Rizos, Kapur, & Fletcher, 2008; Robinson & Becker, 19806). Sin embargo, no se
han observado déficits en las interacciones sociales (utilizado como modelo para los

sintomas negativos en la esquizofrenia (Jones, C.A., Watson, D.J.G., 2011)).

En cuanto a las tareas cognitivas se ha demostrado que la AMP esta relacionada
con alteraciones en la CPf que derivan en déficits en aprendizaje inverso en tareas
de desplazamiento de la atencién y aumento de las omisiones en la tarea de reaccion
serial de 5 elecciones (Robert E Featherstone et al., 2008; Fletcher, Tenn, Rizos, Lo-
vic, & Kapur, 2005; Fletcher, Tenn, Sinyard, Rizos, & Kapur, 2007). Las funciones
cognitivas que parecen ser mas dependientes del Hp parecen mostrarse inalteradas.
De esta manera, no se han encontrado diferencias en la adquisiciéon o retencién de
la memoria visual-espacial en la tarea del laberinto acuatico de Morris (Robert E
Featherstone et al., 2008; Russig, Durrer, Yee, Murphy, & Feldon, 2003). También se
han observado déficits en el PPI, aunque son dependientes del tiempo y la dosis de
la administraciéon (R E Featherstone, Kapur, & Fletcher, 2007). En general, la AMP
es capaz de imitar los sintomas positivos presentados en la esquizofrenia pero no da

cuenta de los negativos ni de los cognitivos en su totalidad.
Los primeros hallazgos relacionados con la via glutamatérgica en la esquizofrenia

también fueron orientados a la sintomatologia positiva observada tras la administra-

cion de antagonistas no competitivos de los receptores NMDA como el PCP.
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Se ha encontrado que la administracion de PCP provoca sensibilizaciéon loco-
motora sin resultar en una hiperlocomocioén espontianea (Scalzo & Holson, 1992;
X. Xu & Domino, 1994). Ademas reduce el numero de interacciones sociales y tras
la administraciéon crénica disminuye el comportamiento social (Sams-Dodd, 1995,
1996). Sin embargo, en relacion a la anhedonia, otro sintoma negativo asociado a la
esquizofrenia entendido como una respuesta negativa hacia un estimulo placentero,

no se han encontrado diferencias en la ingesta de sacarosa tras una administracion
subcronica de PCP (Jenkins, Harte, & Reynolds, 2010).

LLa administracion de PCP para imitar los sintomas cognitivos en la esquizofrenia
ha demostrado algunas dificultades ya que se ha confirmado que el protocolo utiliza-
do en la administracion influye en el deterioro cognitivo. De este modo, se observo
que la intermitencia en los tratamientos no es capaz de sostener los cambios en los
sintomas cognitivos durante un periodo estable de tiempo. Aun asi, se ha encon-
trado que el PCP afecta a cinco de los siete dominios cognitivos que se encuentran
alterados en los pacientes esquizofrénicos. La administracion crénica de PCP altera
la memoria de trabajo, la atencion, la velocidad de procesamiento, memoria y apren-
dizaje visual y el razonamiento y resolucién de problemas (Amitai & Markou, 2009;
Beninger et al., 2010; Grayson, Idris, & Neill, 2007; | D Jentsch, Tran, Le, Youngren,
& Roth, 1997). Sin embargo, las dimensiones de cognicion social y memoria verbal

no son extrapolables a los modelos animales, por tanto no pueden ser medidas.

Los cambios neuroquimicos inducido por la administracion cronica de PCP correlacio-
nan con aquellos encontrados en la esquizofrenia. Los resultados muestran una disminucion
de los niveles de DA en la CPf en ratas que fueron administradas cronicamente con PCP
(J D Jentsch et al., 1997). La expresion de los receptores también se ha visto afectada por
la administracion de PCP, entre los distintos cambios en la expresion se ha observado una
reduccion de los D1R en el St lateral y medial (sin cambios en D2R o D4R), incrementos de
receptores 5SHT en la CPf (medial y dorsolateral) y una alteracion GABAérgicas en el Hp y
St (Beninger et al., 2010; Choi, Snigdha, Shahid, Neill, & Tarazi, 2009). A largo plazo los re-
ceptores NMDA también se ven reducidos en diferentes areas como el nicleo accumbens
(NAcc) core, Hp, Talamo y cortex (Newell, Zavitsanou, & Huang, 2007).

1.5.3 Modelos del neurodesarrollo: prenatales, perinatales y neona
tales

Los modelos del neurodesarrollo estipulan que hay un nimero de interacciones que
se dan entre los genes y los factores ambientales, lo que les confiere un alto valor cientifico.
Estas anomalias del desarrollo que se originan en el feto se pueden mantener a lo largo de la
etapa perinatal y expresarse en la adolescencia o etapa adulta. A continuacion se van a revisar
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los principales modelos animales que se han desarrollado para el estudio de la esquizofrenia.

El acetato de metilazoximetanol (MAM) es un potente carcinégeno que se
encuentra en muchas especies de plantas y provoca cambios neuropatolégicos y con-
ductuales que son vistos en la esquizofrenia (Moore, Jentsch, Ghajarnia, Geyer, &
Grace, 20006). La administracion MAM en ratas hembras entre el dia de gestacion
(GD) 14 y 17 resulta en alteraciones del desarrollo de estructuras cerebrales. Aunque
la mayoria de estudios muestra que los cambios generados por la administraciéon de
MAM dependen en gran medida del GD en el que se realiza el tratamiento, la cepa

de la rata y la edad de la cria cuando se realiza el test. Parece ser que los efectos de
MAM son mas visibles en el GD 17.

Se ha encontrado que la administracion de MAM en ratas gestantes reduce el
tamafio de areas corticales y limbicas (Moore et al., 2006). En este sentido, los ana-
lisis inmunohistoquimicos han mostrado una reduccion neuronal en la region CA2
del Hp, sin embargo no se encontraron diferencias de volumen en los ventriculos,
que es uno de los hallazgos mas caracteristico en la esquizofrenia (Matricon et al.,
2010). Por otro lado, en la region piramidal CA3 del Hp se observé desorganizacion
neuronal, densidad esporadica y heterotopia tras administrar MAM en la gestacion,
correlacionando con los resultados en pacientes esquizofrénicos (Moore et al., 2000).
Especificamente, MAM reduce el grosor en el Hp, talamo y algunas regiones cortica-
les, ademas reduce el peso cerebral (Flagstad et al., 2004).

Los niveles del factor de crecimiento nervioso y el factor de crecimiento neuro-
trofico derivado del cerebro (BDNF) también se encuentran reducidos en las crias
adultas de madres administradas con MAM en el cortex parietal, lo que ha sido tam-
bién demostrado en la clinica de la esquizofrenia (Fiore, Grace, Korf, Stampachiac-
chiere, & Aloe, 2004; Shoval & Weizman, 2005).

Los sintomas positivos han sido evidenciados por un aumento de la respues-
ta locomotora en reaccion a la AMP, e incrementos en la DA del NAcc pero no
CPf consistente con la hiperactividad subcortical que explica los sintomas psicoticos
(Flagstad et al., 2004). Sin embargo, en los sintomas cognitivos los resultados son

menos consistentes ya que la mayoria han sido realizados en el GD 15 en vez del 17

(Jones, C.A., Watson, D.J.G., 2011).

Otro modelo desarrollado para el estudio de la esquizofrenia es el aislamiento
social tras el destete. La deprivacion social en crias después del destete se ha asocia-

do a alteraciones en el desarrollo del cerebro y déficits conductuales en la etapa adulta
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(Fone & Porkess, 2008; Lapiz et al., 2003). El sindrome del aislamiento social esta
caracterizado por una hiperlocomocion espontanea, aumento en la respuesta hacia la
novedad (neofobia), déficits en el PPI, disfuncién cognitiva y aumento de la ansiedad
y la agresion (Einon & Morgan, 1977; Heidbreder et al., 2000; Marsden, King, &
Fone, 2011; Weiss, Pryce, Jongen-Relo, Nanz-Bahr, & Feldon, 2004), correspondién-

dose con la sintomatologfa esquizofrénica encontrada en el ambito clinico.

La deprivacion social también produce cambios a nivel de la neurotransmisién
que son compartidos con las alteraciones observadas en la esquizofrenia. Tras el
aislamiento social se encuentra una reduccion en la densidad de los D1R en la CPf
que seria indicativa de los déficits cognitivos en la esquizofrenia. Sin embargo, no se
han observado diferencias en los D2R ni en el Hp, CPf o amigdala (Amg) (Malone,
Kearn, Chongue, Mackie, & Taylor, 2008). En el St, los D2R, parece que sufren un
aumento en las ratas que han sido criadas en aislamiento (King, Seeman, Marsden, &
Fone, 2009), lo que se ha documentado en modelos animales para los sintomas posi-
tivos de la esquizofrenia (Philip Seeman et al., 2006). El estudio de las vias glutama-
térgicas en este modelo para la esquizofrenia no ha recibido tanta atencién. Ademas
los datos obtenidos muestran inconsistencias con los resultados que se presentan

desde la clinica.

Se han desarrollado un gran nimero de modelos de lesiones neonatales den-
tro la hipotesis del neurodesarrollo. Estos modelos se basan en imitar los sintomas de
la esquizofrenia mediante la lesion de estructuras cerebrales, en cierto momento del
desarrollo, implicadas en la neurobiologia de la esquizofrenia. El procedimiento mas
utilizado es inyectar acido iboténico bilateralmente hacia el dia postnatal (PD) 7. La
mayoria de la investigacion en esta area se ha centrado en el Hp ventral (HpV) dado
que esta region regula la DA subcortical. L.a mayoria de signos psicopatolégicos han
sido mostrados hacia el PD 56 sin mostrar diferencias en la etapa adolescente.

En las ratas neonatales lesionadas en el HpV se ha observado un incremento
en la locomocion en respuesta a la novedad, en el test de natacion forzada y ante un
desatio farmacologico de salino (SAL) o AMP (Flores, Barbeau, Quirion, & Srivasta-
va, 1996; Lipska, Jaskiw, & Weinberger, 1993), lo que resulta de un incremento de la
funcién dopaminérgica en areas mesolimbicas. En relacion a los sintomas negativos
también se ha mostrado alteraciones en las interacciones sociales y un aumento del
comportamiento agresivo en animales con esta lesién (Becker, Grecksch, Bernstein,
Hollt, & Bogerts, 1999; Sams-Dodd, Lipska, & Weinberger, 1997). Ademas, se han
observado alteraciones en el aprendizaje espacial, memoria de trabajo y PPL, lo que
indica que este modelo puede simular algunos de los sintomas cognitivos presentes
en los pacientes con esquizofrenia (R A Chambers, Moore, McEvoy, & Levin, 1996;
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Le Pen et al., 2000).

Los dltimos modelos que se describen en este apartado son los que correspon-
den a la etiologia de la esquizofrenia mediante la MIA provocada por una infec-
cién virica o bacteriana en la gestacion. Como en el caso de la evidencia clinica,
expuesta anteriormente, se ha utilizado para reproducir la sintomatologia esquizofré-
nica: H2N2, lipopolisacarido (LLPS) y el acido poliinosinico-policitidilico (Poli
I:C). Estos agentes son inyectados en las ratas gestantes y los efectos son medidos
subsecuentemente en las crias. E1 LPS es un gran complejo lipidico-polisacarido
liberado de la pared celular externa de bacterias Gram-negativas y que se une a los
receptores tipo toll 4 (TLLR4), siendo capaz de estimular respuestas inmunes, como la
liberacion de citoquinas maternas que provocaran cambios en el neurodesarrollo fe-
tal (Figura 5). El Poli I:C, al igual que el LPS, también es un inmunoestimulante, sin
embargo en este caso imita una infeccion virica, debido a que su estructura, ARN de
doble hélice, es analoga a la presente en los virus. Mientras que el LPS y el Poli I:C se
administran por via subcutanea (sc), intravenosa (iv) o intraperitoneal (ip), el H2N2
suele administrarse por via nasal. Los distintos estudios varfan en cuanto al GD y
el nimero de dosis en la administraciéon de estos agentes, lo que va a determinar en

gran medida los efectos observados en las crias.

En la década de los 90, Cotter fue el primero en desarrollar este tipo de modelos
utilizando el virus H2N2 en periodos equivalentes al segundo trimestre de gestacion
en ratas. Futuras investigaciones comenzaron a utilizar el virus influenza subtipo 1
y varios puntos de tiempo en la administracion. En estos estudios se han encontrado
alteraciones en un amplio numero de genes en las crias cuyas madres fueron infec-
tadas en los GD 7, 9, 16 y 18. Ademas, muchas de las alteraciones en estos genes se
han relacionado con las encontradas en casos de hipoxia, inflamacion y esquizofrenia
en humanos (Fatemi et al., 2012). También, se han encontrado reducciones de las
areas corticales, Hp y en los ventriculos de ratones que fueron infectados en su etapa
embrionaria (Kneeland, Rachel E, Fatemi, 2014). Y por dltimo, se ha documentado
alteraciones conductuales y déficits en la neurotransmisién asociados a la esquizofre-
nia durante el periodo prenatal .

A diferencia del virus influenza, que es un patégeno vivo, el LPS o el Poli I:C imi-
tan la activacién inmune que acompafia a una infeccion viral o bacteriana. Por tanto
estos dos compuestos son los mas utilizados ya que permiten mayor control sobre

el curso infeccioso y la exposicion al inmundgeno, permitiendo mas claramente las
ventanas de vulnerabilidad (Boksa, 2010).
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Figura 5.

Mecanismos que median la infeccion prenatal, a corto y largo plazo, en la funcion cerebral.
La unién de LPS a TLR4 induce la liberacion de TNFa, IL1, IL6, quimioquinas, prostaglandinas y leucotrienos. IL6
interactla con dianas cerebrales para inducir la sintesis de la PGE hipotalamica que produce la fiebre, junto con
los neuropéptidos que median en la anorexia y aumentos en la secrecion de glucocorticoides. El aumento de la
produccion de citoquinas también conduce a la disminucién de los niveles plasmaticos de Zn en sangre materna
y fetal. EI LPS aumenta las citoquinas placentarias y el estrés oxidativo, factores que se sabe que contribuyen a
la disfuncién placentaria. A nivel del cerebro fetal, la exposicién al LPS puede causar estrés oxidativo agudo y
alterar la funcién de las citoquinas, afectando al desarrollo del cerebro fetal a largo plazo. La funcidn cerebral, en
la descendencia, presenta alteraciones que incluyen la activacion microglial, el aumento del estrés oxidativo, el
aumento de los niveles de citoquinas y GFAP, la lesién de la sustancia blanca y la hipomielinizacién. También se
han documentado cambios estructurales y electrofisiolégicos en el hipocampo y alteraciones en el metabolismo
de las monoaminas. Todo ello da lugar a alteraciones observadas en la esquizofrenia.
Abreviaturas: AMPAR, receptor a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato; CRF, factor liberador de corti-
cotropina; DA, dopamina; GCs, glucocorticoides; GFAP, proteina acida fibrilar glial; 5-HT, serotonina; IL, interleu-
quina; LPS, lipopolisacdrido; NMDAR, receptor N-metil-D -aspartato; NPY, Neuropéptido Y; PGE, prostaglandina E;
POMC, pro-opiomelanocortina; PPI, inhibicion del prepulso de la respuesta de sobresalto; TLR, receptor toll tipo

4; TNF, factor de necrosis tumoral; Zn, zinc.
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La administraciéon de LPS o Poli I:C en ratas gestantes aumenta los niveles de
citoquinas de la madre en respuesta a la infeccidn, concretamente interleuquina 183
(IL1B), interleuquina 6 (IL6) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), produ-
ciendo fiebre (Ashdown et al., 2006; M.-E. Fortier, Joober, Luheshi, & Boksa, 2004;
Gayle et al., 2004).

Los efectos agudos de la activacion pretanal inmune en respuesta a la infeccion
se miden dentro las 24 h siguientes a la administraciéon de LPS o Poli I:C. Los niveles

de citoquinas suelen ser evaluados en la placenta, cerebro fetal o liquido amnidtico.

Se han encontrado cambios agudos en los niveles de citoquinas en la placenta
en respuesta a la infeccién materna. En concreto se han encontrado incrementos en
TNFa, IL6 e IL1J tras la administracion de LPS o Poli I:C en el GD 16-18 en ratas
gestantes (Ashdown et al., 2006; Urakubo, Jarskog, Lieberman, & Gilmore, 2001).
Estos hallazgos son consistentes con la idea que las alteraciones de citoquinas en la
placenta tienen efecto sobre el neurodesarrollo fetal (Y.-H. Chen et al., 2006; D.-X.
Xu et al., 2006; C. Zhang, Li, Zhao, Wang, & Xu, 2007).

En cerebro fetal hay mayores discrepancias, mientras que unos autores relatan
incrementos en los niveles de ARNm de TNFa, 116 e IL183 (Cai, Pan, Pang, Evans,
& Rhodes, 2000; Jeffrey A Lieberman et al., 2008), otro estudio no encontré ninguna
diferencia tras la administracion de LPS en el GD 18 (Gayle et al., 2004). Por tanto,
actualmente, no queda claro el mecanismo exacto por el cual la MIA afecta al cerebro
tetal para llegar a generar déficits comportamentales en la etapa adulta. En cuanto a
los efectos de Poli I:C en el cerebro fetal los cambios observados son complejos de
evaluar. IL13 decrece tras la administracion en GD 9 pero si se realiza en el GD 17
los niveles se ven incrementados. En IL6 los niveles aumentaron tanto en el GD 9
como en el GD 17, sin embargo en TNFua solo se observaron cambios en el GD 9
(Meyer et al., 2000).

Parece que las alteraciones conductuales producidas por LPS pueden diferir de-
pendiendo del GD en el que se aplica el tratamiento. Se han encontrado déficits en
el aprendizaje espacial cuando la exposicion a LPS ocurri6 en el GD 9 (Lante et al.,
2008), sin embargo estos cambios en el laberinto acuatico de Morris no se han obser-
vado en el GD 17 (Golan, Lev, Hallak, Sorokin, & Huleihel, 2005). Del mismo modo,
en el test de reconocimiento del objeto novedoso (NOR) los animales que fueron
expuestos prenatalmente a LPS en el GD 17 mostraron un incremento en el recono-
cimiento del objeto novedoso (Golan et al., 2005), mientras que la administracion de
LPS en el GD 9 disminuy6 el contacto con el mismo, indicando déficits en la memo-
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ria (Coyle, Tran, Fung, Summers, & Rofe, 2009). En el estudio de Ling et al., 2009, la
actividad locomotora aument6 cuando fue medida a PD 90 pero no fue estable a lo
largo del tiempo, mostrando una disminucién en el PD 480 (Ling et al., 2009).

Se han observado alteraciones en la exploracion y un aumento de la ansiedad en
animales expuestos prenatalmente a LPS, siendo estos cambios dependientes de la
edad y el sexo, concretamente en las hembras de mediana edad (Wang et al., 2010). El
namero de interacciones sociales también se ha encontrado disminuido en las ratas
tratadas prenatalmente con LPS (Hava, Vered, Yael, Mordechai, & Mahoud, 2000),
incluso un estudio posterior realizado con crias en la etapa neonatal observo una
reduccion en el nimero y duracién de las vocalizaciones en aquellas cuyas madres
habian sido tratadas con LPS, ademas también mostraron deficiencias en la busqueda
del nido y en el aprendizaje asociativo hacia el olor maternal (Baharnoori, Bhardwaj,
& Srivastava, 2012). En relacién con la identificacién y reconocimiento maternal, un
estudio realizado con segunda generacion de crias tratadas con LPS relacion6 estas
alteraciones neonatales con el desarrollo de ansiedad en la etapa adulta (Penteado et
al., 2014). Estos resultados muestran que los déficits en interaccion social producidos
por LPS pueden jugar un papel importante desde etapas tempranas del desarrollo y

ademas pueden desencadenar en alteraciones en la etapa adulta.

Distintos estudios también han mostrado déficits en el PPI tras la administra-
cion de LPS en la etapa gestacional con distintas dosis y vias (Borrell, Vela, Arevalo-
Martin, Molina-Holgado, & Guaza, 2002; M. E. Fortier, Luheshi, & Boksa, 2007;
Eva Romero et al., 2007). No obstante, parece haber discrepancia con los resultados
encontrados en cuanto al sexo. Howland, Cazakoff, & Zhang, 2012 no observé nin-
guna diferencia entre los sexos en la reduccion del PPI, sin embargo otros estudios
revelaron diferencias dependientes del sexo, mostrando en las hembras mejores re-
sultados en el PPI en comparaciéon con los machos, lo que podria ser explicado por
el efecto protector de los estrogenos (Wischhof, Irrsack, Osorio, & Koch, 2015).

Los cambios morfolégicos tras la administracion prenatal de LPS muestran un
detrimento en la densidad de la neurogénesis hipocampal (Cui, Ashdown, Luheshi,
& Boksa, 2009), ademas de una disminucion de la longitud dendritica, arborizacion y
densidad de las espinas dendriticas en el Hp y CPf (Baharnoori, Brake, & Srivastava,
2009). Ademas, se han encontrado incrementos de muerte celular en regiones de la
materia blanca (Paintlia, Paintlia, Contreras, Singh, & Singh, 2008).

A nivel neuroquimico, parece haber una hipofuncién en los receptores NMDA
hipocampales, producida por la exposicion prenatal a LPS (Escobar et al., 2011).
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Otros estudios han encontrado que en crias cuyas madres fueron tratadas con LPS,
los niveles de DA y 5HT estaban disminuidos en NAcc, CPf medial e Hp respectiva-
mente. (Lin & Wang, 2014).

Con la administracion de Poli I:C las alteraciones conductuales parecen indicar
déficits en la memoria de trabajo, en NOR, en la interaccion social y el PPI, dismi-
nuidos en todos casos (Meyer, Nyffeler, Yee, Knuesel, & Feldon, 2008; Ozawa et al.,
2006; Smith, Li, Garbett, Mirnics, & Patterson, 2007). Distintos estudios refieren
alteraciones morfoldgicas tras la administracion prenatal de Poli I:C que incluyen una

disminucion en la neurogénesis hipocampal y un incremento del volumen ventricular

(Q. Li et al., 2009; Meyer et al., 2000).

1.6 Relevancia clinica de los biomarcadores en la esquizofrenia

Los biomarcadores hacen referencia a cambios moleculares dados en los tejidos
o fluidos del cuerpo y que pueden ser utilizados como indicadores clinicos. La im-
portancia de los biomarcadores en la esquizofrenia viene dada por la naturaleza hete-
rogénea del trastorno ya que se ha mostrado en multiples estudios la diferencia en los
cuadros sintomatolégicos que se presenta entre los diferentes pacientes esquizofré-
nicos, teniendo mas preponderancia unos sintomas sobre otros. Esto, en ocasiones,
puede dar lugar a cierta confusion por parte de los clinicos en cuanto al diagnéstico
de la enfermedad, llegando a diagnosticarse erroneamente ciertas psicopatologias a
lo largo de la vida hasta dar con el trastorno en cuestion. Es obvio, que esta confu-
sién deriva en graves consecuencias en el tratamiento y curso de la enfermedad. En
el caso de la esquizofrenia, cobra importancia en los sintomas premorbidos, donde
principalmente se presenta un cuadro de poca motivacion, aislamiento social y sin-
tomas atencionales, lo que en ocasiones podria confundirse con un diagnéstico de

depresion (McGorry, Nelson, Goldstone, & Yung, 2010).
Generalmente, los biomarcadores son desarrollados con los siguientes propoésitos:

- Diagnostico: para clasificar el trastorno mediante los biomarcadores. Uno de
los principales objetivos en el diagndstico con biomarcadores serfa la capacidad de

discriminar la esquizofrenia de otros trastornos psiquiatricos.

- Pronostico: El uso de los biomarcadores también puede ayudar en el pronds-
tico del trastorno ya que estos estan presentes antes de la sintomatologfa, y se podrian

utilizar para iniciar un tratamiento temprano que evitase el inicio de la esquizofrenia.

- Teragnostico: Consiste en la mejor eleccion del tratamiento en funcion de
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las caracteristicas patologicas del paciente. Asi se podria optimizar el tratamiento
produciendo una minima toxicidad con unos resultados mas positivos en el curso del

trastorno. Es lo que se podria denominar como tratamiento individualizado.

Parece ser que las personas con esquizofrenia muestran alteraciones en la ex-
presion génica, factores epigenéticos, proteinas y en marcadores inflamatorios de
sangre periférica, por tanto el estudio de los biomarcadores en sangre se presenta
como una opcion interesante para el diagnostico temprano o incluso un tratamiento
mas adecuado (Chan et al., 2014; Hayashi-Takagi, Vawter, & Iwamoto, 2014; Pickard,
2015). En la figura 6, se muestra un resumen de los potenciales biomarcadores para

la esquizofrenia hallados en sangre periférica.
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Representacion de los potenciales biomarcadores para la esquizofrenia.
Los biomarcadores han sido clasificados por el diagndstico (D), por el tratamiento (TR) o por las corre-
laciones que mostraban con sintomas de esquizofrenia (SZ). Por ultimo, también se muestran los que

no han sido exclusivos de la esquizofrenia (NS). Adaptado de Lai et al., 2016.

Se ha comprobado que los niveles de neurotrofinas estan alterados en la esqui-
zofrenia, en concreto se ha documentado una disminucion de los niveles de BDNE
En los analisis realizados en plasma no se han mostrado correlaciones entre los sin-
tomas (positivos o negativos) y los niveles de BDNF (Fernandes et al., 2015), pero
s{ se han observado asociaciones con los sintomas cognitivos (Asevedo et al., 2013).
Como marcador para el pronostico, en estudios de neuroimagen, el BDNF correla-
ciond positivamente con N-acetil-aspartato, un indicador de la integridad neuronal y
la actividad cerebral (Lang, Hellweg, Seifert, Schubert, & Gallinat, 2007). Pese a estos
resultados optimistas, queda atin mucho camino para proponer al BDNF como bio-
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marcador especifico de la esquizofrenia, ya que algunos de estos resultados también

han sido encontrados en el trastorno bipolar y el trastorno depresivo mayor.

Una amplia revision sobre los biomarcadores en plasma para la esquizofrenia
explica que mas del 70% estan relacionados con la respuesta inflamatoria (Chan et
al., 2011). Los biomarcadores relacionados con la respuesta inmune incluyen a 116,
1.2, IL8, IL13 y TNFa. Los niveles de ARNm de TNFa e IL13 estan incrementados
en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en pacientes con esquizo-
trenia (L. Liu et al., 2010), mientras que los niveles de ARNm de Interferon gamma
(IFNY) parecen estar disminuidos (Freudenreich et al., 2010). También se han encon-
trado diferencias en el nimero de células, mostrando un aumento en los monocitos y
linfocitos T en esquizofrénicos (Cazzullo et al., 1998; Drexhage et al., 2011).

En los sintomas de la esquizofrenia se observan correlaciones con los niveles de
algunas citoquinas. En cuanto a la IL2 se han demostrado correlaciones positivas
con los sintomas cognitivos, y negativas con los sintomas negativos. El factor de psi-
copatologia general, recogido en la escala de sintomas positivos y negativos (PANSS)
ha correlacionado positivamente con los niveles de ARNm de IL13 y TNFa en
PBMC (L. Liu et al., 2010). Estos efectos se han comprobado también por el uso
de antipsicoticos y por como estos pueden modular la respuesta inflamatoria. Asi,
después del tratamiento de antipsicoticos, tipicos y atipicos, se muestran niveles dis-
minuidos de 112, IL1RA y IL10 (de Witte et al., 2014; Y. K. Kim, Kim, & Lee, 2000;
X. Y. Zhang et al., 2004). El recuento de células inmunes también presenta cambios
después del tratamiento con antipsicoticos. El haloperidol, incrementa el nimero de
células T CD3+ (molécula presente en todos los linfocitos T) y CD4+ (molécula que

se expresa en los linfocitos T colaboradores), ademas de células secretoras de 112 (X.

Y. Zhang, Zhou, Cao, & Wu, 2000).

También se ha propuestos que ciertos componentes de las vias dopaminérgi-
cas y glutamatérgicas podrian ser biomarcadores del trastorno esquizofrénico. Los
niveles de ARNm de los D2R en linfocitos se muestran incrementados en pacientes
esquizofrénicos, mientras que los D4R disminuyen en células T CD4+ (Boneberg et
al., 2000). Sin embargo, estas alteraciones no parecen ser especificas de la esquizofre-

nia ya que fueron encontradas en otros trastornos psiquiaticos.

En cuanto a la sintomatologia esquizofrénica existen estudios de biomarcadores
que apoyan la idea de que los niveles altos de DA provocan estados psicoticos. En

este sentido, se encontré que los sintomas positivos correlacionaban positivamente
con los niveles de ARNm de los D2R en linfocitos (L. Liu et al., 2013). Ademas, la
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severidad de los sintomas también correlaciond con los niveles de ARNm de los

D3R y D5R en linfocitos (Kwak, Koo, Choi, & Sunwoo, 2001).

En las vias glutamatérgicas, la mayoria de los estudios se han centrado en los
niveles de Glu, debido a los resultados provenientes desde la clinica que han docu-
mentado niveles altos de Glu en sangre de pacientes esquizofrénicos (J. Song, Vig-
giano, Monda, & De Luca, 2014). Sin embargo, estos aumentos de Glu también han
sido enconttrados en el trastorno depresivo mayor (J. S. Kim, Schmid-Burgk, Claus,
& Kornhuber, 1982). La D-serina y la Glicina aumentaron en pacientes con esquizo-
frenia créonica (Ohnuma et al., 2008). Asi, se han hallado niveles bajos de D-serina en
los pacientes que son resistentes al tratamiento (Yamamori et al., 2014), a la vez que

estos niveles correlacionan con la mejora de los sintomas positivos, pero no de los
cognitivos (Ohnuma et al., 2008, 2012).

Otros estudios se han centrado en las moléculas que se encargan del control
homeostatico de la glucosa. Se ha propuesto que las proteinas de la via glicolitica
podrian ser un biomarcador potencial para el diagndstico de los primeros estadios
de la esquizofrenia (Herberth et al., 2011). Ademas esta via, puede ser un predictor
para aquellos pacientes que desarrollan sintomas extrapiramidales a consecuencia de
del tratamiento de los antipsicoticos (Mas, Gasso, Parellada, Bernardo, & Lafuente,
2015).

En cuanto a los marcadores epigenéticos periféricos las inconsistencias entre
los estudios no permiten proponerlos como biomarcadores potenciales. Aunque se
han encontrado patrones de metilacion y expresiones de miARN diferenciales entre
los pacientes esquizofrénicos y los controles, urge la necesidad de un mayor niumero

de investigaciones relacionadas con ellos (Lai et al., 2016).

Aungque el estudio de los biomarcadores en esquizofrenia es un area prometedo-
ra en cuanto al diagnéstico y pronéstico de este trastorno mental, en la actualidad no
se puede concluir que ninguno de ellos sea idoneo para estos propositos. Las dificul-
tades que se encuentran son diversas, desde la heterogeneidad que se muestra entre
los distintos pacientes hasta la similitud de estos resultados que son compartidos con
otros trastornos psicologicos. Ademas, cabe esperar que el uso de modelos animales
permita aislar el potencial biomarcador de ciertas poblaciones inmunoldgicas tanto

para detectar el inicio o estimar el pronostico de la enfermedad.
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2.Trastornos adictivos

2.1 Consideraciones diagnosticas

Las modificaciones realizadas por el DSM-5 en relacion a los trastornos por abu-
so de sustancias (TUS) principalmente han consistido en evitar cierta terminologia
y se han creado subcategorias para cada conjunto de drogas (ej: estimulantes, aluci-
noégenas...) que contienen sintomas especificos para el diagnéstico mas preciso. En
esta nueva version, los aspectos claves del TUS son comunes independientemente de
la droga. Por tanto, para resumir, el diagnostico segun el DSM-5 para el TUS com-
prenderia los siguientes sintomas, de los cuales deben presentarse al menos dos de
ellos dentro de un periodo de 12 meses: Tolerancia, sintomas de abstinencia, uso de
la droga por largos periodos de tiempo, incremento en la cantidad de droga, dificul-
tad para restringir su uso, ¢raving o fuerte deseo por consumir, invertir mucho tiempo
en actividades relacionadas con el consumo, problemas interpersonales, sociales y
laborales asociados al consumo; y un uso continuado del consumo a pesar de sus

consecuencias negativas.
2.2 Adiccion a la cocaina

La cocaina (COC) es un alcaloide con accién analgésica sobre el sistema nervio-
so periférico y estimulante sobre el SNC. Se obtiene de las hojas de dos especies de
arbustos: Erythroxylum coca y Erythroxylum novegranatense. La proporcion de alcaloides

en la hoja de coca suele estar entre el 0.1 y el 0.8 % y su componente principal es la
COC.

La COC ejerce su accion sobre el sistema nervioso a través de distintos me-
canismos:

* En los terminales monoaminérgicos, donde inhibe la recaptacion de DA,
5-HT y noradrenalina mediante el bloqueo competitivo de sus transportadores, lo
que conlleva una mayor activacioén de los receptores postsinapticos de estos neuro-
transmisores (Amara & Kuhar, 1993).

* Presinapticamente, inhibiendo los DAT, localizados en los terminales nervio-
sos mesolimbicos y nigroestriatales, que se encargan de almacenar la DA del citoplas-
ma previamente sintetizada y/o de la DA recaptada desde el espacio sinaptico. Se ha
sugerido que la COC provoca un rapido pero reversible aumento en la DA vesicular

recaptada por este transportador (Brown, Hanson, & Fleckenstein, 2001).
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* Como agonista en distintos sistemas de neurotransmision debido a su afinidad
con receptores serotoninérgicos, muscarinicos M1 y M2 y receptores sigma (Kilpa-
trick, Jones, & Tyers, 1989).

* Como anestésico local, bloqueando los canales de sodio (Na+) dependientes
de voltaje.

Dependiendo de la via de administracion se va a determinar la rapidez en el
comienzo de la accidn, la concentracién en sangre y la duracion de los efectos eufo-
rizantes. En la administracién iv y pulmonar el inicio de accidon es mas rapido y los
efectos son menos duraderos, al contrario que en la administraciéon por via intranasal.
El comienzo de los efectos psicoactivos de la COC tardan en producirse entre 8 s y
30 min y pueden mantenerse entre 5 y 90 min, dependiendo en gran parte de la via
de administracion.

El metabolismo principal de la COC tiene lugar mediante una hidrolisis enzi-
matica hepatica rapida que produce los metabolitos inactivos benzoilecgonina (45%),
metil-ésterecgonina (45%) y ecgonina; también se producen cantidades menores de
norcocaina. En la via de administracién fumada se produce, ademas, metil-éster-
anhidroecgonina como metabolito. El consumo conjunto con alcohol da lugar a
etilencocaina, cocaetileno o etilbenzoilecgonina, un potente estimulante con una vida
media 2 o 3 veces mas larga que la COC (Hart, Jatlow, Sevarino, & McCance-Katz,
2000).

2.3 Datos epidemiologicos

Los datos del European Monitoring Centre for Drugs and Drugs Adicction re-
velan que la COC es la segunda droga ilegal mas consumida en Europa por de-
tras del cannabis, pero en cuanto a las drogas psicoestimulantes de sitda en el primer
lugar. Este nimero de consumidores potenciales (70%) se concentran en un reduci-
do nimero de paises, siendo Espafia uno de ellos (European Monitoring Center for
Drug and Drug Addiction, 2016).

En la figura 7, se muestra la prevalencia del consumo de COC en Espaia,
siendo de la mas alta de 1a Uniéon Europea en la poblacion adulta (15-34 anos).
La tendencia del consumo en nuestro pafs ha ido en aumento durante mas de una
década, superando el 3%, hasta el afio 2008, donde parece situarse estable o tiende a
disminuir (European Monitoring Center for Drug and Drug Addiction, 2016).
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Entre hombres y mujeres existen diferencias en cuanto a la prevalencia del con-
sumo, triplicandose el porcentaje en los primeros (6%) frente a las mujeres (2%). El
rango de edad de mayor consumo en los hombres es el comprendido entre los 25-34
afios, adelantandose en el caso de las mujeres de los 15-24 afios (Observatorio Espa-

ol de la Droga y las Toxicomanias, 2010).

Los datos de las admisiones a tratamiento ponen de manifiesto que la COC es la
droga ilegal que muestra mayores porcentajes (36,5% del total) siendo la edad media
de 35 afios y considerando un estatus social medio, en situacién de empleado y no
precariedad familiar o social. En cuanto a los indices de mortalidad atribuidos a esta
droga en Europa se elevan a mas de 800 en 2015 y en Espafia a 269 muertes en agudo
en 2014 (Observatorio Espafiol de la Droga y las Toxicomanias, 2016).
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Figura 7.

Prevalencia del consumo de cocaina en el Ultimo afio entre los adultos jovenes (15-34) en la Unién

Europea. European Monitoring Center for Drugs and Drug Addiction 2016.

El consumo habitual de COC, por via nasal, puede asociarse a problemas cardio-
vasculares, neurolégicos y psiquiatricos, asi como a un mayor riesgo de accidentes y
a la transmision de enfermedades infecciosas en relaciones sexuales sin proteccion
(Brugal et al., 2009), mientras que el consumo por via parenteral y el de crack se aso-
cian a riesgos sanitarios mas altos, entre ellos problemas cardiovasculares y de salud
mental. Tales riesgos se agravan generalmente con la marginacién social y con algu-
nos otros problemas especificos, como los propios del consumo por via parenteral:
transmision de enfermedades infecciosas y sobredosis (Observatorio Espafiol de la
Droga y las Toxicomanias, 2010).
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2.4 Bases neurobioloégicas de la adiccion

Los experimentos de Olds y Milner en animales de experimentacién mostraron
que en el cerebro existen centros especializados responsables del reforzamiento
positivo. En estos estudios se demostrd que la estimulacion eléctrica de lugares es-
pecificos del cerebro es altamente reforzante, ya que observaron que las ratas emitian
conductas operantes para recibir estimulacion eléctrica en estos lugares del cerebro,
dejando de emitir cualquier otro tipo de conducta (Olds & Milner, 1954). A partir
de los afios 60, los estudios de autoadministraciéon demostraron que las drogas
podian actuar como reforzadores positivos, lo cual contribuy6 a la idea actual de
que las drogas actian sobre un sistema de recompensa especializado y organizado
neuroanatomicamente, que es comun para varias clases de reforzadores, incluidos los

reforzadores naturales.

El sistema mesocorticolimbico, (Figura 8) esta formado por una serie de
nucleos interconectados entre si de forma que permite una circulacion relativamente
fluida de informacion desde la porcidén ocupada por los nucleos del circuito limbi-
co-estriado-palido hacia los sistemas motores piramidal y extrapiramidal (Pennartz,
Groenewegen, & Lopes da Silva, 1994; C. I. Wright, Beijer, & Groenewegen, 1990).
La porcion dopaminérgica se origina en el area tegmental ventral (VTA) y forma una
primera via que envia eferentes desde las areas productoras de dopamina A8, A9y
A10 del VTA al shell (parte lateral) y al core (parte del centro) del NAcc, estructura
que esta situada en la parte ventral del St. El shell del NAcc envia eferencias GA-
BAérgicas de retorno al VTA y hacia el talamo dorsomedial y la zona dorsal de la CPf,
pasando esta proyeccion por el palido ventral (VP).

La CPf dorsal envia eferencias glutamatérgicas al core del NAcc y a la sustancia
negra y, desde esta ultima, se envian eferencias dopaminérgicas de salida del sistema
(area A9) hacia los sistemas motores. Una segunda via de este sistema, parte también
del VTA dirigiéndose hacia el NAcc core y el VP dorsolateral para confluir en una
via tnica de caracter GABAérgico que se proyecta a tres estructuras claramente dife-
renciadas: la sustancia negra, la region medial del nicleo subtalamico y el nicleo pen-
dunculo pontino. Esta tltima estructura converge con las otras dos vias de eferencias
colinérgicas, en los sistemas piramidal y extrapiramidal (R C Pierce & Kalivas, 1997).
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Figura 8.

Circuitos neuroquimicos en el refuerzo de las drogas. Adaptado de G. F. Koob & Volkow, 2010.

Diferentes estudios indican que la actividad neuronal del circuito mesocortico-
limbico subyace al refuerzo producido por la COC (R Christopher Pierce & Kuma-
resan, 2006; Wise, 2004) y participa en la recaida (Kalivas & McFarland, 2003; Shaley,
2002). La hipotesis de estos estudios consiste en que la adiccion a la COC es debida
a neuroadaptaciones en los procesos de aprendizaje y memoria en el sistema dopa-
minérgico y glutamatérgico del sistema de recompensa (Wolf, Sun, Mangiavacchi, &
Chao, 2004). Dichas neuroadaptaciones también son observadas en la plasticidad
sinaptica tras el consumo. Tanto la DA como el aprendizaje parece que incrementa la

excitabilidad neuronal por una via de mecanismos no sinapticos, mas bien intrinseca

(Buchta & Riegel, 2016).

Aunque las propiedades reforzantes de las drogas psicoestimulantes dependen
en gran medida de la activacion del sistema mesocorticolimbico, esta activacion no
parece ser critica en los efectos reforzantes de otras drogas (Nestler, 2005). Espe-
cificas lesiones de DA en el NAcc no bloquean la autoadministraciéon de alcohol o
heroina. Parece ser que el VTA esta mas implicado en las acciones reforzantes de
estas drogas. Por ejemplo, se ha encontrado que las inyecciones de opioides en este area
aumentan el CPP.

En cuanto a los diferentes estadios de la adicciéon se han encontrado areas
especificas que pueden ser principalmente asociadas con estos. En la fase aguda,

el nucleo central de la Amg (CeA) juega un importante papel en las propiedades
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reforzantes de las drogas. En diferentes estudios se ha podido bloquear la autoad-
ministracion de COC mediante microinyecciones de antagonistas del D1R en este
area (Caine, Heinrichs, Coffin, & Koob, 1995; McGregor & Roberts, 1993). Lesio-
nes en CeA también muestran un bloqueo en la autoadministracién oral de alcohol
(Moller, Wiklund, Sommer, Thorsell, & Heilig, 1997). El bloqueo de los receptores
de DA y acido-y-aminobutirico (GABA) en el VP bloquearon los efectos reforzan-
tes del alcohol (Melendez, Rodd, McBride, & Murphy, 2004) y las lesiones en este
area parecen ser efectivas en el bloqueo de la motivacién para conseguir inyecciones
intravenosas de COC o heroina (Hubner & Koob, 1990; Robledo & Koob, 1993).
El St dorsal, en cambio, parece mostrar un papel mas importante en la transicion al
uso compulsivo de la droga mas que a los efectos reforzantes agudos (Everitt et
al., 2008). Mientras que en los periodos de abstinencia, se muestra una disminu-
cion de la neurotransmision serotoninérgica en el NAcc para la mayoria de drogas,
ademas debido a la modulacién de la respuesta de estrés ante la abstinencia, el eje
hipotalamico-hipofisiario-adrenal responderia con elevados niveles de adenocortico-
tropina, corticoesterona y factor de liberacion de corticotropina en Amg durante esta
fase (G. E. Koob, 2008; G. Koob & Kreek, 2007). Por ultimo, los cambios asociados
a la recaida por claves o por droga, después de un periodo de abstinencia, parecen
relacionarse con la neurotransmision glutamatérgica desde CPf al NAcc core, con
la proyeccion dopaminérgica desde la VTA hasta el CPf medial y las proyecciones
GABA¢érgicas desde el NAcc al VP (Kalivas & O’Brien, 2008a). Sin embargo, en la
formacion de habitos que lleva a la busqueda de droga parecen estar mediando los
circuitos amigdalo-estriatales. En concreto parece que la transicion del uso al abuso
de COC estarfa mediado por el desplazamiento que se ejerce sobre el aumento de
DA dependiente desde la Amg basolateral hacia el CeA, que parece ser clave para
mantener esta conducta (Murray et al., 2015).

2.5 Modelos animales en adiccion

En las ultimas dos décadas se han desarrollado exitosos modelos que emulan los
tenotipos adictivos con animales. En este sentido, los manuales diagndsticos han sido
de ayuda, ya que con una mejor definicion y clasificacion de los criterios para diag-
nosticar la adiccion se han desarrollado modelos animales que pretenden explicar
cuales son los mecanismos que subyacen a los mismos. En una revision realizada por
Vanderschuren & Ahmed, 2013, se han identificado cuales son los modelos animales

que se corresponden con la sintomatologia descrita en el DSM.

En primer lugar, como medidor general de la adiccion se ha propuesto la escala-

da en el consumo ya que la pérdida de control viene acompanada por un incremen-
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to en el abuso de la sustancia (Kalivas & O’Brien, 2008b; Vanderschuren & Everitt,
2005). En el caso de la COC, se ha encontrado que las ratas que se autoadministraban
la droga en régimen de acceso extendido (6h/dfa) incrementaban gradualmente su

consumo en comparacion con aquellas que segufan un régimen de acceso limitado a

la droga (1h/dia) (Ahmed & Koob, 1999).

En cuanto a los déficits cognitivos encontrados en la poblacion adicta es im-
portante resaltar que estos generan mayores consecuencias negativas en el proceso
adictivo. Por un lado porque mantienen la conducta adictiva, como en el caso del
control de impulsos, donde el refuerzo inmediato es preferido aun siendo menor que
el demorado, pero también porque reducen el éxito de los programas de rehabilita-
cion. En este sentido se ha comprobado que las ratas que han mostrado alta impul-
sividad parecen tener una mayor vulnerabilidad al consumo de alcohol, nicotina y
COC en el paradigma de autoadministraciéon (Diergaarde et al., 2008; Perry, Larson,
German, Madden, & Carroll, 2005; Poulos, Le, & Parker, 1995).

La resistencia a la extincion es otra caracteristica principal del proceso adicti-
vo. En este sentido se ha observado que las ratas expuestas a periodos en los cuales
son privadas a la droga después de un consumo prolongado, incrementan sus res-
puestas en este periodo de abstinencia (Belin, Balado, Piazza, & Deroche-Gamonet,
2009; Deroche-Gamonet, Belin, & Piazza, 2004).

Otra caracteristica es la motivacion por la droga que ha sido estudiada usando
un programa de razon progresiva, donde los animales para conseguir la misma do-
sis tienen que presionar mas veces la palanca donde se encuentra el reforzador. El
estudio llevado a cabo por Richardson et al.1996, comprobd que tras un periodo de
autoadministracion de COC obtenfan mayores tasas de respuesta en el programa de
razon progresiva (Richardson & Roberts, 1990).

En la poblacion adicta también se ha encontrado pérdida de interés en acti-
vidades que no estan relacionadas con las drogas, siendo otro de los sintomas
claves en la adicciéon. Distintos estudios han mostrado que los animales preferfan
COC cuando el valor esperado del otro reforzador era bajo, sin embargo la revertian
y preferian el otro reforzador (comida o agua con sacarosa) cuando el valor esperado
aumentaba (Cantin et al., 2010; Lenoir, Serre, Cantin, & Ahmed, 2007). Este mismo
estudio comprobé que incluso cuando las ratas estaban deprivadas de comida y se
les ofrecia como reforzador alternativo, comida o agua con sacarosa, necesario para
aumentar las calorias, segufan prefiriendo el consumo de COC (Cantin et al., 2010).

50



Introduccion

En ultimo lugar, las consecuencias negativas de la adiccion han sido estudias
mediante el paradigma del castigo. Para ello se asocia el consumo o la basqueda de
droga con efectos adversos en los animales, ya sea la adulteracion de la droga con
sustancias amargas, elicitando una respuesta de enfermedad después de la ingesta de
la droga o mediante shock eléctrico en las patas. Diversos estudios muestran que los
animales llegan a ser insensibles al castigo por la preferencia de la droga. En ratas que
tuvieron un consumo prolongado de COC los shocks eléctricos no suprimieron la
busqueda de la droga (Vanderschuren & Everitt, 2004).

3. Patologia dual: esquizofrenia y adiccion

3.1 Definicion de patologia dual

En términos clinicos, el diagnéstico dual ha sido definido como la comorbi-
lidad entre un trastorno mental severo (aquellas que padecen sintomas de psicosis
tuncional) y un TUS. Concretamente la patologfa dual ha sido muy estudiada en la
esquizofrenia ya que se ha observado un alta prevalencia de consumo de sustancias
entre los pacientes que sufren este trastorno. De hecho, se ha encontrado que tienen

un riesgo de consumo 4,6 veces mayor que otros que no presentan ningun trastorno

mental (Dixon, 1999).

Considerando que la comorbilidad puede ser explicada por factores sociales,
econémicos y demograficos, las hipotesis que dan cuentan de esto han sido princi-
palmente tres (Figura 9).

* En primer lugar se desarroll6 la hipétesis de la automedicacion, la cual ar-
gumenta que las personas que sufren esquizofrenia consumen drogas para aliviar los
sintomas del trastorno o incluso de la medicaciéon (Khantzian, 1997). Esta hip6tesis
se basa en el constructo psicolégico del refuerzo negativo y en el hecho de que los
pacientes incrementan la respuesta del consumo de sustancias para evitar este tipo de

estimulos aversivos.

* La hipotesis de la adicciéon como trastorno primario no considera que un
trastorno sea dependiente del otro. Mas bien, sostiene que la esquizofrenia y el TUS
surgen de una patofisiologia comun que proviene de la alteraciéon de los mismos
circuitos neuronales (R Andrew Chambers, Krystal, & Self, 2001). Esta hipotesis
esta soportada por dos principales ideas. La primera es, que la neuropatologia que
subyace a la esquizofrenia abarca alteraciones en los circuitos que regulan el refuerzo
positivo, la motivacion por incentivos y la inhibicién conductual. Y la segunda, que

los resultados obtenidos en los modelos animales apoyan al supuesto principal.
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* Por ultimo, se ha desarrollado 1a hipotesis de diatesis-estrés para explicar la
patologia dual. Esta hipotesis explica que la esquizofrenia es activada porque la vul-

nerabilidad genética para este trastorno es exacerbada por el consumo de sustancias

(Caspi et al., 2005).

HIPOTESIS DE LA HIPOTESIS DE LA ADICCION
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Principales hipdtesis de la patologia dual en la esquizofrenia

Figura 9.

3.2 Epidemiologia en patologia dual

Los datos epidemiolégicos de patologia dual en esquizofrenia son relativamente
recientes, no se han obtenido en afios anteriores a la década de los 60. Esto es debido
a dos motivos principales, el primero es que el consumo de ciertas sustancias podia
enmascarar al trastorno esquizofrénico y la segunda, por la poca concienciacion de
los profesionales clinicos en cuanto a la existencia de la comorbilidad psiquiatrica.

La prevalencia en la comorbilidad entre esquizofrenia y TUS se sittia en
torno a un 50% aunque la prevalencia de periodo, en los tltimos estudios parece si-
tuarse en un 80%. La nicotina es claramente la droga mas utilizada en estos pacientes,
situandose entre un 70 y 90% comparado en el 26% de la poblacion general (Buckley,
1998; Dervaux & Laqueille, 2008). Los porcentajes para el alcohol se encuentran en-
tre un 20 y 60%, los pacientes esquizofrénicos parecen consumir esta sustancia por
mejorar los sintomas positivos, en concreto las alucinaciones. El consumo de canna-
bis se ha relacionado con la fase temprana de la esquizofrenia y los primeros cuadros
psicoticos y el abuso de esta sustancia en los pacientes duales parece ser de entre un
12 a un 42%. Por ultimo, los psicoestimulantes, parecen mostrar menor prevalencia
en las personas con esquizofrenia, aunque en el caso de la COC se sitia entre un

15 a un 50% y en el de la AMP entre un 2 y un 15%. Por lo general, los pacientes

52



Introduccion

que presentan TUS junto con esquizofrenia parecen consumir mas de una sustancia

(Buckley, 1998; DeQuardo, Carpenter, & Tandon, 1994).

El diagnéstico dual conlleva efectos negativos sobre la salud y sobre el curso del
trastorno psiquiatrico. De hecho, las personas que presentan esquizofrenia y TUS ex-
hiben una mayor severidad de los sintomas, requieren mas hospitalizaciones, recaen
mas en el trastorno, no responden bien al tratamiento e incluso tienen mas riesgo de
conductas suicidas en comparaciéon con aquellos que solamente presentan esquizo-
trenia (Dixon, 1999; Hunt, Bergen, & Bashir, 2002; Schmidt, Hesse, & Lykke, 2011;
Westermeyer, 2000).

Por lo tanto, parece que las que personas que sufren esquizofrenia son mas pro-
clives a presentar TUS, que en la poblaciéon normal de presentar esquizofrenia, consi-
derandose el consumo un factor de riesgo en el trastorno. Aunque este riesgo parece
diferir entre distintos subgrupos. Por ejemplo, en el caso del género se ha encontrado
que los hombres presentan con mayor frecuencia el diagnéstico dual en comparacion
con las mujeres (Cantor-Graae, Nordstrom, & McNeil, 2001). También parece que
en el diagnostico dual influye la historia familiar en cuanto al consumo de sustancias.
Este mismo estudio, mostré que las personas esquizofrénicas que han tenido casos
de TUS en su familia presentaran una mayor probabilidad de manifestar patologia
dual (Cantor-Graae et al., 2001).

3.3 Circuitos neuronales implicados en esquizofrenia y adic-
cion

La hipétesis de que la adiccién es también un trastorno primario, como lo es la
esquizofrenia en el diagnostico dual, ha contribuido a la realizacién de estudios para

comprobar los circuitos neuronales implicados en ambos trastornos.

Uno de los hechos mas relevantes es la evidencia de la hiperactividad dopami-
nérgica en el NAcc, relacionada tanto con los sintomas positivos de la esquizofrenia
como con la conducta adictiva. Esta activacion del sistema dopaminérgico mesocoz-
ticolimbico también se observa en procesos de estrés, pudiendo ser este el nexo entre
los dos trastornos. En este sentido, se ha encontrado que el estrés es capaz de exacer-
bar los sintomas positivos mientras que en la adiccion estimula el craving e induce a la
recaida (Stewart, 2000). Por otro lado, la proteina G inhibitoria también parece estar
alterada en ambos trastornos. Una de las muchas alteraciones bioquimicas inducidas
port el consumo de drogas es la disminucién de la proteina G inhibitoria en el NAcc.

Dicha alteracién también ha sido encontrada en muestras cerebrales postmortem de

53




Caracterizacion paramétrica de un modelo animal de activacion inmunoldgica prenatal para su aplicacion al estudio de la patologia dual

pacientes esquizofrénicos (Sumiyoshi, Stockmeier, Overholser, Thompson, & Melt-
zer, 1995; Yang, Kitamura, Nishino, Shirakawa, & Nakai, 1998).

Aunque esta hiperactividad dopaminérgica es compartida por ambos trastornos,
se debe considerar que la neuropatologia entrafia un amplio entramado de redes
neurales con los inputs de la CPf y el Hp. Asi, posibles alteraciones en los inputs de
la CPf y el Hp pueden producir cambios que afecten a los marcadores de la senal de
DA en el St ventral. Por tanto, los cambios en la densidad de los D2R en el St tam-
bién podrian evidenciar un circuito comun para ambos trastornos (De Vries, Scho-
ffelmeer, Binnekade, & Vanderschuren, 1999; Self, Barnhart, .ehman, & Nestler,
1996). En este sentido, se ha mostrado una mayor densidad de los D2R en pacientes
esquizofrénicos que no tienen una historia de consumo de sustancias ni tratamientos
farmacolégicos (P Seeman, Niznik, Guan, Booth, & Ulpian, 1989). Por otro lado, los
agonistas de los D2R parecen aumentar la conducta de busqueda de droga, aunque
los agonistas de los DIR lo previenen (Self et al., 1996). Por tanto un mayor ratio
D2/D1 o una distupcién entre ellos, podria indicar una mayor vulnerabilidad a la
adiccion de drogas.

Las alteraciones asociadas a las lesiones hipocampales que subyacen a la esqui-
zofrenia y que sensibilizan la respuesta de DA en el NAcc, también imitan la sensi-
bilizacion del sistema que acontece en el consumo de sustancias y que incrementa la

vulnerabilidad a la adiccion (Self, 1998; White & Kalivas, 1998).

Por ultimo, la pérdida de inhibicién latente (capacidad de ignorar los estimulos
irrelevantes para la tarea en cuestion) en la esquizofrenia parece estar asociada a las
alteraciones que se presentan en el Hp de estos pacientes. Estudios realizados con
animales, muestran una interrupcion en el efecto de la inhibicion latente provocada
por las lesiones producidas en el Hp y la cual es restaurada con el tratamiento con ha-
loperidol (Schmajuk, Christiansen, & Cox, 2000). Estas alteraciones en la inhibiciéon
latente también han sido manifestadas en los procesos de aprendizaje relacionados
con los refuerzos. En este sentido, los resultados revelan una alta resistencia a la
extincion y una reduccion en la evitacion de los estimulos asociados en el condicio-

namiento de miedo en los animales que fueron sometidos a lesiones en el Hp (Clark,
Feldon, & Rawlins, 1992).

Estos hallazgos ponen de manifiesto la importancia que tienen las alteraciones
en la actividad dopaminérgica y en el Hp en relacion con la esquizofrenia y cémo
estas podrian aumentar la eficacia de los reforzadores, ya sean naturales o con drogas

de abuso.
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3.4 Modelos animales en patologia dual

En la actualidad no hay ningtin modelo especifico que permita estudiar la pato-
logia dual en los animales de laboratorio. Mas bien, la estrategia que se ha seguido
hasta ahora, ha sido utilizar los modelos animales existentes, de este modo se pueden
crear fenotipos esquizofrénicos para después medir el consumo de sustancias. A
pesar de tener disponibles un amplio nimero de modelos para cada trastorno por
individual, como se ha expuesto anteriormente, el estudio de la patologia dual en
animales no esta muy extendido. Sin embargo, debido a la alta comorbilidad que se
ha encontrado entre la esquizofrenia y el TUS, seria interesante dar respuesta a la pre-
gunta de si la utilizaciéon de modelos para la esquizofrenia puede aportar resultados
concluyentes en el estudio del TUS, generando modelos de patologia dual.

En primer lugar, los modelos genéticos para la patologia dual en la esquizofre-
nia se han centrado en la seleccion de aquellos genes que se han visto alterados en
este trastorno mental, utilizando los animales transgénicos desarrollados para ello y
de este modo han estudiado las implicaciones en el abuso de sustancias. Un estudio
que utiliz6 ratones de la linea disc7 L.71000P, la cual esta asociada a la esquizofrenia
por los déficits conductuales a los que da lugar, mostré una aumento de la locomo-
cion inducida por AMP en los animales con el fenotipo esquizofrénico (Lipina et al.,
2010). En el caso del dmbp1 también se observaron estos aumentos en la locomocion
por AMP, pero tnicamente al ser realizado con inyecciones diarias durante 5 dfas
(Bhardwaj et al., 2009). Por ultimo, en ratones mutantes para el gen 77g/ se muestra
que los machos presentan mayor sensibilizacion a los efectos agudos del tetrahidro-
cannabinol (Boucher et al., 2007), sin embargo estos resultados no pueden extrapo-
larse a las hembras con dicha mutacién (Long, Chesworth, Arnold, & Karl, 2010).

En cuanto a los modelos farmacolégicos, como se describi6 anteriormente, se
utilizan drogas o farmacos que actian en las vias dopaminérgicas o en las glutama-
térgicas para generar la sintomatologia esquizofrénica. Pese a que la administracion
AMP parece imitar los sintomas positivos de la esquizofrenia, actualmente se prefiere
la utilizacion de PCP o MK-801 por simular la complejidad de los sintomas esquizo-
frénicos mejor que la AMP, ya que no solo desarrolla sintomas positivos y negativos,
ademas parece que produce alteraciones cognitivas que estan presentes en los pacien-
tes esquizofrénicos (Seillier & Giuffrida, 2009). Sin embargo, este tipo de modelos no
estan muy extendidos en el estudio de la patologia dual de la esquizofrenia, principal-
mente porque los farmacos o drogas inductores de los sintomas esquizofrénicos son
potenciales drogas de abuso.
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Aun asi, diversos estudios trealizados con un tratamiento sub-cronico de PCP
han encontrado acentuada la actividad locomotora inducida por un desafio de AMP
(Balla, Sershen, Serra, Koneru, & Javitt, 2003; ] David Jentsch, Taylor, Ph, Roth, &
Ph, 1996). Por otro lado, el tratamiento sub-crénico de MK-801 hace que los ani-
males presenten una mayor facilitacion en la adquisicion y escalada del consumo de

COC (Allen et al., 2015).

Los modelos animales del neurodesarrollo mas utilizados para medir los efectos
reforzantes de las drogas han sido: la lesion neonatal en HpV, los modelos de MIA
mediante LPS y Poli I:C y la administracion de MAM.

Los modelos de lesién neonatal en el HpV (NVHL) en patologia dual se han
centrado principalmente en el estudio de los psicoestimulantes aunque un reciente
estudio también ha estudiado los efectos de este modelo en el consumo de alcohol.
En un primer estudio, se encontré que las ratas que habian sido lesionadas en el
HpV emitieron mas respuestas en las fases de adquisicion y mantenimiento en la
autoadministracion de COC, ademas tardaron mas tiempo en alcanzar el criterio de
extincion, en comparacion con las ratas sham (aquellas en las que la lesion fue simu-
lada) (R Andrew Chambers & Self, 2002). En la misma linea, el estudio realizado por
Karlsson, Kircher, Shaham, & O’Donnell, 2013, muestra una mayor dificultad de
las ratas NVHL para extinguir la conducta de autoadministracion pero ademas, en
este caso, presentaron un aumento de respuesta en la recaida asociada a las claves en
comparacion con el grupo control. Otro estudio realizado con otro psicoestimulante,
metanfetamina, muestra que las ratas con este tipo de lesiones presentan una adqui-
sicion en la conducta de autoadministracion mas rapida que las ratas shaz, también
emitieron mas presiones de palanca y obtuvieron un punto de ruptura mas alto que
los controles en el programa de razén progresiva. Esto parece indicar que la droga,
los psicoestimulantes en este caso, tiene un alto valor motivacional para estos anima-
les que simulan un fenotipo esquizofrénico (Brady, McCallum, Glick, & O’Donnell,
2008). Por altimo, un estudio realizado con alcohol muestra que los animales NVHL
consumen mas alcohol que las sham, ademas demuestran que el grado de inhibicion
latente en estos animales parece ser un predictor del consumo (Khokhar & Todd,
2017).

Aunque el modelo NVHL se ha propuesto como un buen modelo para modelar
la patofisiologfa del trastorno esquizofrénico, no parece dar cuenta de la etiologfa del
mismo, ya que ningun paciente con esquizofrenia presenta ningun tipo de lesiéon en
el HpV (Ng, McGirr, Wong, & Roder, 2013). Por el contrario, los modelos de activa-

cién inmune tienen una validez mayor en lo que a la etiologia de la esquizofrenia se
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refiere, por este motivo se postulan como los mas idéneos para simular la sintomato-

logia esquizofrénica en animales.

Estudios realizados con la administracion prenatal de LPS muestran que las
crias cuyas madres sufrieron dicha activaciéon inmune manifiestan una mayor prefe-
rencia por el consumo de alcohol en comparaciéon con las controles (X. Liu et al.,
2004). Otro estudio realizado con LPS mostr6 en estas crias aumentos en la hipetlo-
comocion inducida con AMP, caracteristico de la hiperdopaminergia relacionada con
la esquizofrenia, sin embargo no fue capaz de confirmar la sensibilizacién conductual
que es caracteristica del proceso adictivo (Zager, Mennecier, & Palermo-Neto, 2012).
Por dltimo, los estudios realizados con Poli I:C revelan diferencias en la prefe-
rencia a la AMP durante la recaida en el paradigma de CPP, aunque no se encontro
ninguna diferencia en la fase de adquisicion entre los tratamientos (Richtand et al.,
2012). Sin embargo, otro estudio mas reciente, realizado con el mismo agente infec-
cioso, si encontré diferencias en la adquisicion del CPP inducido por AMP, ademas,
este grupo de animales tratados con Poli I:C mostré mayor sensibilizacion a la AMP
y aumentos en la sensibilidad cruzada en COC (Borcoi et al., 2015).

En cuanto a la administracion de MAM los estudios parecen mostrar ciertas
contradicciones. En primer lugar, se han mostrado diferencias en la locomocién in-
ducida por AMP en las crias de las madres que fueron tratadas con MAM en el GD
17, sin embargo estas diferencias solo se presentan en la etapa adulta y no en la pre-
puberal (Moore et al., 2006). Ademas, este modelo no parece ser sensible a todos los
psicoestimulantes, ya que otro estudio no encontré diferencias entre los tratamientos
en la locomocion en respuesta a la COC, incluso probando con varias dosis (5, 10 y
20 mg/kg). En este mismo estudio se realizaron distintos experimentos para estudiar
el efecto reforzante de la COC en las ratas tratadas con MAM. El primero de ellos
consisti6 en la autoadministracion de COC con una dosis muy baja (0.1 mg/kg por
infusién), mientras que en el siguiente experimento se sometido a los animales a
un protocolo de autoadministracion de COC con una dosis mas elevada (0.25 mg/
kg por infusién) seguido de distintas fases: curva dosis-respuesta, razon progresiva,
extincion y recafda inducida por la droga. Los resultados no mostraron diferencias

significativas entre los tratamientos en ninguno de los experimentos ni sus fases (Ro-
bert E Featherstone et al., 2009).

Por ultimo, los modelos relacionados con experiencias traumaticas en etapas
tempranas del desarrollo también han sido propuestos para el estudio de la pato-
logia dual. Como se ha descrito anteriormente, tanto la deprivaciéon materna (MD)
como el aislamiento neonatal (NI) producen la misma sintomatologfa esquizofré-
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nica que ha sido encontrada en otros modelos desarrollados para este trastorno. De
este modo, se ha comprobado que aumenta el comportamiento impulsivo, muestran
poca resistencia ante situaciones estresantes y alteraciones en el PPI (Ellenbroek,
van den Kroonenberg, & Cools, 1998; Marco, Adriani, Llorente, Laviola, & Viveros,
2009).

Distintos estudios muestran que la MD y el NI facilitan la autoadministracién
de alcohol, estimulantes y opiaceos (Neisewander, Peartree, & Pentkowski, 2012;
Pautassi, Nizhnikov, Fabio, & Spear, 2012; Tesone-Coclho et al., 2015). Otro estu-
dio encontré alterado el consumo de alcohol en los distintos sexos tras MD, pero
unicamente después de una exposicion estresante (Peflasco, Mela, Lopez-moreno,
Viveros, & Marco, 2015). También se han encontrado diferencias sexuales en estos
estudios. Mientras que los machos parecen ser mas sensibles al consumo de alcohol
tras la MD o NI (Gustafsson, Ploj, & Nylander, 2005; Roman, Hyytia, & Nylander,
2003; Roman, Ploj, & Nylander, 2004), en las hembras se ha mostrado una mayor va-
riabilidad en el consumo de estimulantes en estos modelos (Kosten, Sanchez, Zhang,
& Kehoe, 2004; Kosten, Zhang, & Kehoe, 2006; Moffett et al., 2000).
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a esquizofrenia debido a su temprana aparicion, cronicidad y severidad
de los sintomas, es uno de los trastornos mentales mas devastadores so-
cialmente. Por otro lado, existen abundantes datos que sefialan que en
pacientes con algun trastorno del espectro esquizofrénico se da un consumo de sus-
tancias psicoactivas mayor que en la poblacion no esquizofrénica, lo que en muchas
ocasiones empeora el curso del trastorno y dificulta la adhesion al tratamiento, ya sea

de tipo farmacologico o psicologico.

En esta comorbilidad psiquiatrica entre la esquizofrenia y el abuso de sustancias
se han encontrado diferencias de género, mostrando un mayor consumo de drogas
entre los hombres que sufren esquizofrenia en comparacion con las mujeres que pa-

decen este trastorno.

Estos datos sin embargo proceden de estudios epidemiolégicos en seres hu-
manos en los que es imposible determinar de una manera clara si la presencia del
trastorno esquizofrénico es la causa de que se dé un mayor consumo de drogas o si
por el contrario, existe una vulnerabilidad comun a ambos trastornos. Por otro lado,
tampoco nos permiten los datos en humanos discernir claramente si el mayor consu-
mo de drogas en pacientes esquizofrénicos responde a un intento de automedicacion
o si por el contrario se da como consecuencia de las alteraciones en los sistemas neu-

roquimicos del refuerzo que ocurren en la esquizofrenia.

Dado que en pacientes esquizofrénicos hay alteraciones en la neurotransmisioén
dopaminérgica y glutamatérgica en areas clave del sistema mesocorticolimbico y que
algunas de estas alteraciones se han podido observar también en diferentes modelos
de activacion inmune prenatal (que son los que generan un cuadro mas parecido a
la patologia esquizofrénica en humanos) se puede sugerir desde un punto de vista
tedrico que tales cambios neuroquimicos tendrian como consecuencia un aumento

del valor reforzante de drogas de abuso como la COC

Por tanto, la principal hipotesis de esta tesis es que la activacion inmune a nivel
prenatal en ratas, que genera un conjunto de alteraciones psicobiolégicas compati-
bles con la patologia esquizofrénica, también tendra como consecuencia un aumento
en el consumo y valor reforzante de la COC. Para poder validad esta hipotesis es ne-
cesario contar con un modelo animal adecuado que permita estudiar la comorbilidad
psiquiatrica entre la esquizofrenia y la adiccion. Al estudio de las variables criticas
para la induccién de este modelo hemos dedicado gran parte del trabajo experimen-

tal de la presente tesis doctoral.
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Los objetivos especificos que nos hemos propuesto para poder validar nuestra

hipotesis han sido los siguientes:

® Capitulo 1

1. Determinar si en un modelo de activacién inmune prenatal mediante la in-
yeccion de la endotoxina bacteriana LPS durante la gestacion (propuesto por Borrel
et al. 2002) se dan déficits de inhibicion por prepulso de la respuesta de sobresalto
como indice del establecimiento de la sintomatologia que serfa compatible con la

sintomatologia esquizofrénica.

2. Observar, utilizando la metodologia de autoadministracion intravenosa de
drogas, si hay diferencias en el patron de consumo de COC entre los animales con

tenotipo “esquizofrénico”, provocado por la MIA, y sujetos controles.

3. Estudiar si las posibles diferencias que pudiéramos encontrar eran especificas
de la COC o si se pudieran tratar por otro lado de una alteracién mas general en el
valor de los reforzadores. Para ello realizamos un experimento similar al anterior con
comida en lugar de COC como reforzador.

e Capitulo 2

1. Ante la falta de resultados consistentes en el capitulo anterior, probar nuevos
parametros de activacion inmune aumentando la dosis de LPS y realizando inyeccio-

nes diarias en lugar de alternas.

2. Comprobar si estas manipulaciones tenian como consecuencia la aparicion de
los déficits de inhibicién por prepulso que permiten confirmar el fenotipo esquizo-

frénico y que se esperan en funcién de los datos publicados por otros grupos.

3. Estudiar mediante citometria de flujo la aparicién de alteraciones en células
del sistema inmunologico que se han documentado en la esquizofrenia y que nos
pudieran servir como una validacion adicional del modelo. Estudiar posibles biomar-
cadores inmunolégicos de la esquizofrenia no conocidos hasta la fecha, usando el

modelo de activacién inmune prenatal.

4. Comparar el consumo y las capacidades reforzantes de la COC entre los ani-
males controles y aquellos con activacion inmundlogica prenatal.

® Capitulo 3

1. Probar otro modelo de activaciéon inmunoldégica prenatal y realizar un estudio

de diferentes dimensiones sintomaticas de la esquizofrenia (sintomas positivos —in-
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hibicién por prepulso-, negativos —déficits en la interaccion social- y cognitivos —de-
terioro en la memoria de trabajo medida en el laberinto en T), para ello utilizamos el

modelo animal de activaciéon inmune prenatal descrito por Fortier el al., 2007.

2. Realizar una valoracion de la respuesta inmune materna en respuesta al agente
infeccioso mediante la medicion de la citoquina proinflamatoria TNFa.

3. Identificar posibles caracteristicas impulsivas en los animales con fenotipo es-
quizofrénico dado que la impulsividad es un rasgo endofenotipico de predisposicion

a la adiccion y que también parece estar aumentado en la poblacion esquizofrénica.
4. Evaluar el consumo y los efectos reforzantes de la COC en este modelo.

5. Valorar las posibles diferencias sexuales en relacion a la aparicién de sintomas
de tipo esquizofrénico a consecuencia de la activaciéon inmunolédgica prenatal y en el
consumo de psicoestimulantes inducido por dicha activacion.
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Ethics Statement

n all cases we tried to minimize animal suffering and to reduce the num-

I ber of animals employed in our experiments. All procedures performed on
experimental animals follow to the regulations approved by the Bioethics
Committee of UNED and the European Union guidelines on Laboratory Animal

Care (Directive 2010/63/EU).

|.Animals

The experiments described here were performed on the 8-10 week-old offs-
pring of Wistar rats obtained from Charles River (France). All animals were kept in
a temperature and humidity controlled environment (23 °C/50-60%), with artificial
lighting (12 h/12 h light/dark cycle, lights on at 8 am), and ad libitum access to food
(commercial diet for rodents A04: Panlab, Barcelona, Spain) and tap water. The ani-
mals were housed in transparent plexiglas cages (48.3 cm length x 26.7 cm width x
20.3 cm height).

2. Experimental design

Female rats were mated with males (2 females per male) one week after arrival
to the animal facility. Vaginal smears were taken daily from breeder females and
pregnancy was determined by the presence of sperm in the vaginal smear (=day 0
of pregnancy). LPS (Lipopolysaccharide from Escherichia coli, Sigma 129K 4089)
was subcutaneously (s.c.) administered to the pregnant rats at a dose of 1 mg/kg on
alternate days during pregnancy (Borrell, Vela, Arevalo-Martin, Molina-Holgado, &
Guaza, 2002). LPS was dissolved in saline solution (0.9% Sodium chloride (NaCl) in
water) and administered in a volume of 1.5 ml/kg. The control group consisted on

pregnant rats submitted to the same treatment schedule with saline instead of LPS.

The litters were culled so that there were no more than 12 pups per dam. Only
the male offspring was used in the experiment described in this chapter. Litters were
left undisturbed until postnatal day (PD) 21 when they were weaned in groups of 2-3.

All rats in a given cage were from the same litter and therefore the same treatment.
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e Study I:

We used the offspring of 6 dams (SAL n= 2/LPS n=4). On PD 90 rats (SAL n=
8/LPS n= 21) were subjected to the PPI test and on PD 110 they underwent either
food (SAL n= 4/LPS n=7), or COC self-administration (SAL n= 4/LPS n=9). All

behavioural tests were carried out during the light cycle, between 9 am and 5 pm.
e Study 2:

This study was aimed at increasing the sample size of Study 1 which was a pilot
experiment. All the behavioural studies were carried out in the same way as in the
study 1. Data are presented separately however due to the differences in the results
obtained between both experiments.

Female pregnant rats (SAL n= 4/LPS n= 3) were exposed to the same protocol
of MIA as in Study1. PPI was performed in the male offspring (SAL n= 24/LPS n=
19) on PD 90 and the COC self-administration experiment began on PD 110 (SAL
n= 6/LPS n= 0).

e Study 3:

The main goal of this study was to test whether the age at which PPI testing
took place might explain the inconsistent results obtained in the two previous stu-
dies. For this reason, we just focused on obtaining measurements of PPI. To attain
such goal we submitted our rats to the PPI test at the same age as in Study 1 and 2
(PD 90) but we also took other measure 30 days later (PD 120).

In this study we used 8 female pregnant rats (SAL n= 5/LPS n= 3) and their
respective offspring (SAL n= 25/LPS n= 10).

3. Model validation
3.1 Weight

Maternal body weight was measured before each injection.
3.2 Temperature

Ear temperature was measured twice on each injection day: right before the in-

jection and one hour later.
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4. Prepulse inhibition of the acoustic startle response

4.1 Introduction to phenomenom

Pronounced sensorimotor gating abnormalities have been reported in schizo-
phrenic patients (Braff et al.,, 1978; Kumari, Soni, & Sharma, 1999). A well-esta-
blished sensorimotor gating paradigm is the prepulse inhibition (PPI) of the startle
response. PPI refers to the reduction in startle reactivity toward an intense pulse
stimulus when it is shortly preceded by a weak prepulse stimulus (Hoffman & Ison,
1980). It is thought that the prepulse response activates an inhibitory process that
attenuates or “gates” the startle response. Because identical stimulus parameters can
be used for animal and human studies, it is considered that animal models of PPI
disruption represent a promising way to study the neural mechanisms underlying
sensorimotor gating dysfunction (Swerdlow, Braff, Taaid, & Geyer, 1994; Swerdlow
& Geyer, 1998) and as a screening test for potential antipsychotics (Depoortere, Pe-
rrault, & Sanger, 1997; Swerdlow et al., 1994). In fact, antipsychotics normalize PPI
deficits in schizophrenic patients (Kumari et al., 1999; Weike, Bauer, & Hamm, 2000).

The neural circuit that mediates auditory PPI includes three midbrain structures:
the inferior colliculus, deeper layers of the superior colliculus and the intermediate
layers of the superior colliculus, and the pedunculopontine tegmental nucleus. Thus,
top—down regulations via descending axonal projections from forebrain structures
must be mediating auditory PPI. It has been reported that the structure above descri-
bed receive direct axonal projections from the auditory cortex, amygdala, and lateral
globus pallidus (Li, Du, Li, Wu, & Wu, 2009).

4.2 PPI procedure

PPI of the acoustic startle was measured in a non-restrictive Plexiglas cage (28
X 15 X 17 cm) that encloses the sensot's platform (Cibertec, Madrid). If the animal
moves up or down, a transient force is developed on the platform and measured at

its peak, being equivalent in amplitude to the startle response (Romero et al., 2007).

Rats were placed in the startle chamber and each test session started with a 5-min ac-
climation period consisting of background broad-band noise at 70 decibels (dB) (which
continued throughout the session), 52 startle trials were followed with three conditions:
(1) a 115-dB, 40-ms noise burst presented alone; (2) this same burst preceded by a 20-ms
duration prepulse either 30 or 120 ms before either 8 or 16 dB above background noise,
yielding four types of prepulse trials (30_8, 30_16, 120_8, 120_16); and (3) no-stimulus
trials.
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Five pulse-alone trials were presented at the beginning and at the end of each
session to stabilize startle response and to calculate the habituation of such response,
but were not used for the calculation of PPI. In between these blocks there were 42
mixed trials presented in a pseudorandom order: 12 pulse alone trials; 24 prepulse
trials (six of each type); and six no-stimulus trials. The duration of the sessions was
of around 15 min.

Prepulse inhibition is expressed as % PPI and it was calculated using the fo-
llowing formula: 1—[startle amplitude on prepulse+pulse trial / mean startle ampli-
tude on pulse alone trials]) X 100.

5. Cocaine self-administration

5.1 Introduction to the intravenous self-administration methodology

The self-administration methodology as it is currently known was implemented
by James Weeks in 1962, although the first experimental studies suggesting drugs as
natural enhancers in animals date back to the previous decade, from Nichols et al in
1956. Weeks was the first author to permanently implant catheters into the jugular
vein of laboratory rats to which he connected an operant conditioning box and an
infusion pump that automatically dispensed morphine injections, verifying that the
animals were injecting this drug (Weeks, 1962). With this technique, the problems
associated with the oral route of administration were overcome: neither the taste of
the drug solutions did interfere nor the time lapsed in between the ingestion and the
subjective effects leading to the reinforcement process. This procedure was applied
in other laboratories, to other species of animals and using different drugs, such as
AMP and COC, obtaining similar results (Pickens & Thompson, 1968; Thompson &
Schuster, 1964). In this way, the great influence that drugs exert on behaviour could
be experimentally studied.

With regard to the duration of the self-administration sessions, the criterion de-
pends on the researcher. In our experiments we scheduled two hour sessions since
most of the studies conducted with COC self-administration use this length.

In general, the behaviour of the animal during the first sessions is quite disorga-
nized and when the sessions progress, the animals begin to regulate their drug intake
and the number of injections that they self-administer stabilizes (Roberts, Gabriele,
& Zimmer, 2013). Thus, when animals initiate a session, several injections are self-
administered in the first few minutes but then they are progressively spaced over the
session. In the case of COC, the animals self-administer the drug with very similar
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time intervals. This regularity could be due to the metabolism of the drug, so that
the subsequent lever press will not occur until the concentration of COC in blood
reaches a minimum level (Carelli & Deadwyler, 1996; Pickens & Thompson, 1968).

The dose seems to be the most important variable when it comes to regulating
drug self-administration. The lower doses tend to increase the number of self-admi-
nistered injections and the high doses tend to decrease them. When the animals have
been subjected to several sessions, usually after each injection, there is a time interval
in which the animal does not self-administer more drugs and this time interval is
directly related to the dose of the drug being self-administered. The higher the dose,
the longer the pause and as a result, the animal self-administers fewer injections du-
ring the session. It has been suggested that the post-reinforcement pause may be due
to a generalized behavioural disturbance because the animal stops responding for a
while. On the other hand, it is known that aversive drug effects may also limit the rate
of self-administration, for this reason it is quite important to perform dose-finding
studies prior to the real self-administration experiments (Yokel & Pickens, 1974).

In our COC self-administration we used 12 operant conditioning boxes (Coul-
bourn Instruments; USA). In each box (Figure 10) two levers were placed on both
sides of one of the walls 14 cm apart. The levers were designed to record every
response that occured when at least 3 g of force was applied to them. The infusion
of COC (cocaine hydrochloride, Alcaliber SA, Madrid, Spain) and its vehicle (saline
serum 0.9%) was performed by an automatic infusion pump (Harvard Instruments,
USA) located outside the operant conditioning box. The pump was connected via a
polyvinyl tube (Tygon, USA) to a single-channel rotary pivot (Instech Laboratories,
Plymouth Meeting, PA, USA) that was connected to another tubing that ran inside
a metal spring (Alice King Chatman, USA). During the self-administration sessions,
this spring (A) was attached to the connector previously placed in the skull of the
animal (C) and the tube running through it was inserted into the catheter (B) implan-
ted in the jugular vein. Data recording and control of boxes and pump was perfor-
med using an IBM computer compatible with the interface and the Med-PC program
(Med Associates; USA).
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. Figure 10.

Conditioning Skinner box

5.2 Cocaine self-administration procedure

Cocaine self-administration experiments were performed on rats that had un-
dergone the behavioural testing described above. Some animals were lost during
the course of the experiments due to catheter failure, infection or loss of the head
implant.

The surgical procedure was initiated with the induction of anaesthesia by an i.p
injection of ketamine (40 mg/kg; Imalgene, Merial) and diazepam (10 mg/kg; Va-
lium, Roche) to surgically implant permanent catheters in the right jugular vein. First,
a small cut was made in the skin of the animal's neck to reach the vascular package
and isolate the jugular vein. Subsequently, a small incision was made in the vein and
the catheter was inserted, which was fixed to the vein itself and to the pectoral and
maxillofacial muscles by sutures. Once attached, the catheter was driven subcuta-
neously through the animal's back at the level of the mid-scapular area, making it
impossible for it to reach or damage it. Finally, the area was sutured if the position
of the catheter was found to be correct and that there was no loss or blockage after
infusing a bolus of saline.

In the same intervention four stainless steel screws were implanted in the skull
and secured with dental cement. A plastic central screw was placed in the middle of
the area delimited by the four stainless steel screws. The metallic spring located in the
conditioning boxes was attached to this plastic screw so that the animal was secured
during the self-administration sessions.
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Rats were kept at least 7 days in recovery before the start of the experiments and
were given a saline solution with Heparin (100 IU/ml, Chiesi) and Gentamycin (1 mg/
ml, Schering -Plough), in order to avoid occlusion of the catheter and possible infections.

During the sessions, the injection pump delivered COC for 4 s whenever the
active lever was pressed — i.e. fixed-ratio 1 schedule of reinforcement— (0.75 mg/kg
i.v.), followed by a 3 s timeout period and activation of a visual cue placed over the
active lever. Inactive lever presses were counted but had no programmed consequen-
ces. The infusion volume was 100 pl on average and was slightly modified according
to the weight of the rat to adjust the dose. Animals were allowed to self-administer
COC in daily 2 h sessions performed 7 days a week during 28 days. We consider
the first 7 days as the acquisition phase and the remaining 21 days as a maintenance
phase.

6. Food self-administration

These experiments were performed on 4 SAL and 7 LPS rats in a different set
of six operant chambers (Med. Associates, Vermont, USA). The acquisition phase
comprised 7 daily 30 min sessions, where the animals learned to press the active lever
tfor a food pellet (TestDiet, Mlab rodent tablet 45 mg, Cambridge, UK) fixed ratio 1
schedule of reinforcement. After this FR1 phase, the response requirement was set
to 5 (FR5) for 6 additional days.

Following the final day acquisition phase, rats were subjected to 6 days of pro-
gressive ratio schedule of reinforcement. The response requirement for each subse-
quent reinforcer was determined by the equation used by Richardson and Roberts
(1996): ratio 5 [5 x e (R x 0.2)] — 5, where e is the mathematical constant and R is
equal to the reinforcer number. Under this schedule the response requirement for
food delivery was increased using the following progression: 1, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20,
25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, 118, 145, 178, 219, 268, 328, 402, 492, 603, 737, 901, 1102,
1347, 1646, 2012 (Richardson and Roberts, 1996). The progression continued until
the tested rat failed to complete the ratio requirements within a 30 min period. The
breaking point was defined as the number of rewards self-administered prior to fai-
lure to meet the ratio requirements.

After 3 stabilization days (FR1), rats underwent 7 days extinction sessions during

which active presses no longer produced food pellets. The pellet dispenser was acti-
vated by lever presses, but it was empty.
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7. Data Analysis

All data were analysed using the IBM SPSS statistical software package (version
24 for Windows). Outliers were identified by SPSS using the interquartile range cri-
terion (statistical dispersion measure, difference between upper and lower quartiles)
and a p value of = 0.05 was considered to represent a statistically significant diffe-
rence. Square roots transformations were applied when appropriate to correct the

skewness in the distribution of the data and the lack of homogeneity of variances.

The increment in body weight was calculated in each injection day taking as a
reference of the weight of the previous day. Temperature increments were calculated
as the difference between the basal temperature and that obtained one hour after
each injection. Body weight and temperature increments were analysed by analysis
of variance (ANOVA) (fixed between-group factor, Treatment [SAL or LPS]; fixed

within subject repeated measures factors, injection).

PPI was analysed using Student’s t-test for unrelated sample, using the percen-
tage of PPI for each type of trial as a dependent variable and the Treatment as inde-

pendent variable.

Cocaine self-administration and food self-administration were analysed with
ANOVA (fixed between-group factor, Treatment [SAL or LPS]; fixed within subject
repeated measures factors, either COC or food daily lever presses during self-admi-

nistration sessions). Effect sizes are reported when appropriate.

In the case of the Student's t tests, the effect size is estimated using Cohen's
d (the range of values being 0.2 = small effect, 0.5 = moderate effect, 0.8 = large
effect: (Cohen, 1988)). The partial 2 was used as an index of the effect size in ANO-
VAs (the range of values being 0.02 = small effect, 0.13 = moderate effect, 0.26 =
large effect: (Miles, J., Shevlin, 2001)).
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Chapter Il. Rattus Norvegicus Lewis

|.Animals

This study was carried out on the offspring of 8—10 week-old Lewis rats obtai-
ned from Charles River (France). All animals were kept at the same conditions above
explained.

2. Experimental design

14 pregnant rats were mated as stated in Chapter 1.

In this case, LPS (Lipopolysaccharide from Escherichia coli, Sigma 129K 4089)
was subcutaneously (s.c.) administered to pregnant rats (LPS n= 7) at a dose of 2

mg/kg (1.5 ml/kg) daily duting pregnancy. Control rats (SAL n= 7) were injected
with saline (1.5 ml/kg).

The litters (SAL n= 7 /LPS n= 7) wete culled if necessary (according to the
same criteria used in Chapter 1) and only the male offspring was used for this stu-
dy. Rats were subjected to PPI test on PD 120 and on PD 130 and divided in two
groups: one of them was used for COC self-administration experiments and the
other was sacrificed for flow cytometry. All behavioural tests were carried out during
the light cycle, between 9 am and 5 pm.

3. Model validation
3.1 Weight

Maternal body weight was measured daily before each injection.

4. Inhibition prepulse

We used the same startle chamber and PPI protocol as described in Chapter 1.
In this case, the number of animal was: SAL= 37 and LPS= 22,

5. Cocaine self-administration

Rats (SAL n= 9/LPS n= 16) underwent surgery and recovery as described in
Chapter 1, however, in this case animals were not food-restricted.

The Coulbourn boxes were used in this experiment. In this study we changed the
dose of COC (0.5 mg/kg) and the protocol. Animals were allowed to self-administer
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COC in 2 h daily sessions 7 days a week during approximately 7 weeks. The protocol
was divided into several phases: 23 days of acquisition at 0.5 mg/kg dose with fixed-
ratio 1 schedule of reinforcement, a dose—tresponse curve (one day per each dose of
1.5/1/0.25/0.125 mg/kg), three stabilization sessions at the 0.5 mg/kg dose, 6 days
of progressive ratio schedule, other three stabilization session, 6 extinction sessions
(where the drug was substituted with saline and the visual cue was not present) and

cue-induced reinstatement (where the cue was activated but the COC was not avai-

lable).
6. Flow Cytometry

6.1 Introduction

Flow cytometry is a technique that allows the analysis of different parameters of

individual cells within a heterogeneous cell population in suspension.

Basically a flow cytometer operates by passing the suspended particles in align-
ment and one by one in front of a laser and capturing the light by means of different
detectors. To do this, cells are first aligned in the fluidic system, which is composed
of a central channel and a cover. The sample passes through the channel while bet-
ween the channel and the cover a fluid that circulates at a higher speed is passed cau-
sing a drag effect on the fluid of the central channel. This favours that the particles
align in a row a phenomenon called "hydrodynamic approach" (Rahman, 2000).

Each particle then passes through one or more light beams (usually lasers). In-
formation on cell properties can be obtained from the scattered light and, in the case
of particles labelled by fluorochromes, with emission fluorescence.

Frontally dispersed light (up to 20 © dispersion from the laser axis) is recorded
by a lens in what is known as Forward Scatter Chanel (FSC) or front scatter chan-
nel. The intensity of the light recorded by the FSC maintains an inverse correlation
with the size of the recorded particle, this allows to differentiate the cells from other
particles or to classify them by size. The light scattered sideways (approximately 90 °
dispersion from the laser axis) is recorded by the Side Scatter Channel (SSC) or late-
ral scattering channel, and reports on the granular content of each particle giving an
idea of its structural complexity. Combined information from FSC and SSC is used
to differentiate cellular subtypes within a heterogeneous population (Figure 11).
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A) Representative graphs of leukocytes separated by complexity and size. B) Representative graph of the B lym-
phocytes separated by the intensity of the fluorescence corresponding to labelled antibody. C) Representative
graph of the T lymphocytes separated by the intensity of the fluorescence corresponding to labelled antibody.
D1) Representative graph of the granulocytes (orange) and monocytes (grey) separated by the intensity of the
fluorescence corresponding to each labelled antibody. D2) Representative graph of the granulocytes (orange) and
monocytes (grey) restricted the positive cells in graph 11.D1 and separated by their physical properties of size

and complexity.

For the detection of light from fluorochromes, flow cytometers use different
fluorescence channels. The specificity of the detection is controlled by optical filters,
which block the light of a certain wavelength while letting the rest pass. When these
filters are arranged at an angle of 45 © with respect to the axis of the light beam, they
are called dichroic mirrors and have the capacity to reflect the blocked light at a 90 °
angle, allowing the rest to pass without causing any deviation. Thus, it is possible to
detect multiple signals from a single light beam provided that the type of dichroic
mirrors and their position order are properly selected.
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6.2 Blood cell analysis and cell count

On GD 130 animals (SAL n= 12/LPS n=9) were decapitated and the peripheral
blood was removed and stored in EDTA tubes. The blood was centrifuged at 500g
for 5min at 4°C and the plasma was separated. 1.5 ml of blood was transferred to a
new tube and 10 ml of 1X lysis buffer was added (Biolegend) and allowed to react
with the sample for 23 min to be centrifuged again at 500g for 5 min (4°C). Three
washes with PBS were performed and after the last wash the pellet was resuspended
in 400 pl of complete RPMI medium (Sigma-Aldrich Co). The entire procedure is
carried out at 4°C.

For the cell count, an improved Neubauer chamber was used, an instrument
consisting of a slide with two slightly depressed zones (0.1 mm) with a grid marked
at the bottom. In this area the sample is deposited and covered with a coverslip, lea-
ving a known volume of the sample underneath. By counting the cells of the grids
one can, extrapolate the number of cells per volume unit. The grid consists of 9
main squares of 1 mm? each. The central square is generally used for counting red
blood cells or platelets, and the four corner squares, which contain larger divisions,
are used to count white blood cells (Strober, 2001).

6.3 Cell labelling

In order to study the populations of monocytes, granulocytes, and T and B lym-
phocytes, as well as expression on the surface of D3, D5 and CB2 receptors, flow

cytometry was performed on the samples obtained as described above.

To do this, a sample volume containing 1x10° cells was incubated with the pri-
mary antibody corresponding to each receptor (Table 1) for 30 min. Two washes
were then performed with phosphate buffer saline (PBS) and incubated with a coc-
ktail of antibodies labelled with different fluorochromes (Table 1) for another 30
min. After washing with PBS; the cells were fixed with FACSlysing solution (BD
Biosciences) and analysed on a BD flow cytometer FACSCalibur (Becton Dickinson)
at the Center for Electron Microscopy and Cytometry of the Complutense Univer-
sity of Madrid.
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T Lymphocytes FITC Mouse 1gG 2.5pg /ml Becton
Dickinson

B Lymphocytes PE Mouse 1gG 2.5pg /ml Becton
Dickinson

Monocytes and PE-Cy™5 Mouse 1gG 1.25pg/ml Becton
granulocytes Dickinson

Rabbit 1gG 10pg/ml Thermo
Scientific

Rabbit 1gG 15pg/ml Abcam

Rabbit 1gG 15pg/ml Abcam

Alexa Fluor®647 Goat 18G 30pg/ml Life
Technologies

Antibodies used in this study

For each sample, three tubes were tested, one for evaluating D3, D5 and CB2
receptor (corresponding primary antibody: Table 1), and another control tube with
no primary antibody to which the labelled secondary antibody (Table 1) could bind,

but with three antibodies that identify the cell populations, in order to discard the
possible extra signal due to the non-specific binding of the secondary antibody. This
control is called the "second layer" since the labelled secondary antibody is added
without its primer (Figure 12).
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Histogram of fluorescence intensity for D3 receptor. Dark colours represents the second layer and light colours
the cells incubated with the primary antibody. Positive cells were gated adjusting the threshold to match the

highest fluorescence of the second layer control.
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7. Data Analysis

All data were analysed using the IBM SPSS statistical software package (version
24 for Windows). Outliers were identified by SPSS using the interquartile range crite-
rion and a value of p = 0.05 was considered to represent a statistically significant di-
tference. Square roots transformations were applied when appropriate to correct the

skewness in the distribution of the data and the lack of homogeneity of variances.

The increment in body weight was calculated for each day of injection taking
the weight of the previous injection day as a reference. Body weight increment was
analysed by ANOVA (fixed between-group factor, Treatment [SAL or LPS]; fixed

within subject repeated measures factors, day injection).

PPI test was analysed with Student’s t-test for unrelated sample. Each PPI para-
meter was considered as a dependent variable, and taking Treatment as independent

variable.

All phases in COC self-administration were analysed with ANOVA (fixed bet-
ween-group factor, Treatment [SAL or LPS]; fixed within subject repeated measures
factors, daily COC self-administration sessions), except cue-induced reinstatement
where a Student’s t-test was performed using active or inactive lever presses as de-
pendent variable and treatment as independent variable. Effect sizes are reported

when appropriate.

Flow cytometry data was analysed with Student's t-test for unrelated samples for
each cell population and receptors (D3, D5 and CB2), where cell population or re-
ceptors were considered as the dependent variable and treatment as the independent

variable.

In the case of the Student's t tests, the effect size is estimated using Cohen's
d (the range of values being 0.2 = small effect, 0.5 = moderate effect, 0.8 = large
effect: (Cohen, 1988)). The partial 2 was used as an index of the effect size in ANO-
VAs (the range of values being 0.02 = small effect, 0.13 = moderate effect, 0.26 =
large effect: (Miles, J., Shevlin, 2001)).
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|.Animals

Experiments were carried out on the 8-10 week-old offspring of Sprague—
Dawley rats obtained from Charles River (France). The animals were kept in the

same conditions as those described in Chapter 1. The artificial light cycle was 12
h/12 h, lights off at 8 am).

2. Experimental design

32 females were mated with 16 males as previously described. Pregnant females
were handled the last three days before they received the injections.

On GD 15 and 16, pregnant rats were administered intraperitoneal injections of
cither saline (SAL, 1 ml/kg) or LPS (from Escherichia coli 0111:B4 [Sigma-Aldrich],
100 pg/ml/kg) dissolved in 0.9% NaCl (Fortier et al., 2007).

The pregnant rats were divided into two groups, the animals in the first group
(SAL n= 7/LPS n= 6) continued their pregnancy to full term after the injections
on GD 15 and 16 (either SAL or LPS) and the others (SAL n= 7/LPS n= 7) wete
sacrificed 3 and a half hours after injection on GD 15. This latter group was used
to confirm the maternal immune response induced by the LPS (Fortier, Luheshi, &
Boksa, 2007). The several litters (SAL: 7 litters; LPS: 6 litters) were included in each
experimental group in order to minimize litter effects and 2—3 days after of birth, the
pups were mixed so that each dam had half a litter of LPS treated pups and half a
litter of SAL-treated pups. The litters were culled so that there were no more than 12
pups per dam and a difference between the number of females and male of no more
than 2. At PD 21 they were weaned and distributed into groups of 2—3 according to
sex and treatment.

3. Model validation
3.1 Weight

Body weight was measured daily.
3.2 Temperature

Female rats were accustomed to a rectal probe (RTC1-termorregulator, Cibertec,
Madyrid, Spain) used for thermal readings, before breeding. The rectal temperature
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was measured thrice on each of the two injection days: 1 h before the injection, at
the moment of the injection and 2 h later.

3.3 Cytokine ELISA determination

Pregnant rats were lightly anesthetized with isoflurane 3.5 h after LPS or saline
injections on GD 15 and the peritoneal cavity was exposed via crescent incision. Ma-
ternal trunk blood was collected in heparinized tubes and centrifuged for 10 min at
4 °C (4000 Xg) to isolate the plasma. Embryos were removed and placed in a chilled
Petri dish, and the fluid from 2 to 3 individual amniotic sacs, the placentas and the
fetal brains were collected, as well as the maternal hippocampus. All samples were
stored at —70 °C until further analysis.

Lysates were prepared from each tissue homogenized in RIPA buffer (10 pl/mg
of tissue) that was supplemented with protease and phosphatase inhibitors (cOmple-
te™ EDTA-free protease inhibitor tablets and PhosStop™ phosphatase inhibitors:
Roche). Commercial ELISA (RayBiotech) kits were used to measure the TNFa pro-
tein (RTAOO) in maternal serum, amniotic fluid, placenta, fetal brain and maternal
hippocampus according to the manufacturer's protocol. Each assay was run with
known standards (provided with the kit) to quantity TNFa in each sample in pg per
ml. The minimum detectable amount was 15 pg/ml in all the kits used, with intra-
assay variations <10% and inter-assay variations <12% well. The optic density was
determined by measuring absorbance at 450 nm with a Microplate Reader (DigiScan
Reader V3.0 and DigiWIN software Program; ASYS Hitech GmbH, Austria).

4. Behavioural studies of schizophrenia-like symptoms

Male and female offspring were handled for three days (3 min each day) before
behavioural testing. Each rat was subjected to the following tests between PD 60-
72: T-maze, open field and social interaction tests (3 SAL n= 37/ SAL n= 40/J
LPS n=30/% LPS n= 28). The large number of animals per group is due to the fact
that we included all the animals tested, even those that were removed from the self-
administration experiments and those used in preliminary COC dose-finding pilot
experiments. The animals underwent the T-maze and the open field-social interac-
tion tests in a counterbalanced order. All behavioural tests were carried out during
the dark cycle, between 9 am and 7 pm.
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4.1 T-maze

Working memory was tested in a T-maze made of black plastic and consisting
of two arms (50 X 16 cm), a start alley (30 X 16 cm) and a central partition (50 X
16 cm), all with a guillotine door (Deacon & Rawlins, 2006). Testing was performed
in the dark and at the beginning of the test, the rats were placed in the start box for
30 s. The guillotine door was then opened and the rat was left free to explore the
maze. Once the rat chose one arm (i.e. both the forepaws and hindpaws passed the
threshold of the arm) the guillotine door was lowered so that the rat was confined
there for 10 s. Finally, the rat was returned to the start box for another 30 s before
the second trial began. If rats spent more than 2 min to choose one arm the trial was
terminated and the animal discarded. The trials were recorded using a video camera
in dark mode and a trained observer scored whether the rats alternated arms between

trials.
4.2 Social interaction and open field

The testing arena consisted of a black polyvinylchloride cage measuring 45 X 45
X 45 cm. The rats were habituated individually in the dark for 5 min before testing
and 1 h later, the social interaction test began where two rats of the same sex and
treatment, raised in different cages, were placed in an arena for 10 min in the dark.
Sessions were video recorded and the behaviour of the rats was scored using dedi-
cated software (CPP-OF-V.19; Tiselius, Madrid). We counted the time spent in the
central part of the arena as our dependent measure during habituation (open field
test). In the social interaction test, the latency, duration and frequency of boxing,
grooming, sniffing and chasing behaviours were analysed.

4.3 PPI

PPI was tested between PD 72-77 in the same animals that were assessed in
the behavioural tests described above. Each session began with a 7 min acclimatiza-
tion period in the presence of white noise (65 dB), which continued throughout the
session. Six orienting pulse only trials were then carried out (120 dB for 30 ms), fo-
llowed by 10 pulse only trials (120 dB for 30ms), five null trials with no stimulus, and
five prepulse+pulse trials at each of the three different prepulse intensities and in a
pseudorandom order with an average intertrial interval of 17 s (range: 9-29 s). The
prepulse + pulse trials consisted of a 30 ms prepulse (at 69, 73 and 77 dB), followed
by a 70 ms delay and then a startle pulse (120 dB, 30 ms). The testing session lasted
15 min (Fortier et al., 2007).
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Prepulse inhibition is expressed as the % PPI and it was calculated using the
following formula: 1—[startle amplitude on prepulse+pulse trial / mean startle am-
plitude on pulse alone trials]) X 100.

Because we found no significant differences using these protocols, we decided
to include five different trials on a second subset of animals (following the work of
(Wischhof, Irrsack, Dietz, & Koch, 2015)) having a 120 ms interstimulus interval
(ISI) and a prepulse intensity of 12 dB over the background noise.

5. Impulsivity

Impulsive behaviour was measured in the delay discounting paradigm (Mar &
Robbins, 2007). In this test, the animal has to choose between a small reinforcer (ty-
pically one food pellet) that is delivered right after the operant response or a larger
reinforcer (four food pellets) delivered after a delay (manipulated over the session or
across the sessions depending of the experiment). Impulsive individuals are those
that prefer a small but immediate reward instead of a larger but delayed reward.

One week before the experiments, 16 SAL ((? n=4/%9 n=5)and 17 LPS (6 n=
3/% n= 3) rats were subjected to dietary restriction, their weight measured daily until
the end of experiment and maintained between 95% and 90% of the free feeding
weight. To accustom them to the food pellet (TestDiet, Mlab rodent tablet 45 mg,
Cambridge, UK) we sprinkled some of them, three per rat, in the home cage one day
prior the begining of the actual training phase.

Six operant chambers (Med associates, USA) were used for this protocol which
comprises two different phases: one a training phase and test task. Every trial stars
with the light home and the cue light (over the lever) turning on. If the rat pressed
the lever a reward (small or large, depend on the trial) was delivered. Otherwise, if
the rat failed to press the lever within 30 s the cue light was turned off for 5 s.

In training phase, the animals are trained to press either the left or right lever
for a food pellet reward. The rats were exposed to this phase until they reached 30

rewarded trials in a session.

The main test phase consisted of five 12-trial blocks, where the two first were
torced-choice trials that were followed by 10 free-choice trials. Pressing one lever was
always associated with immediate delivery of a single food pellet, while pressing the

other lever was always associated with the delivery of four reward pellets, but only
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after a specific delay assigned to each 12-trial block (0, 5, 10, 20 or 40 s). Rats were
first trained in a delay O condition (no delay for either the small or large reward) until
they showed a clear preference for the large reward and then they were submitted to
the main phase of the protocol. Rats underwent this training until their performance
stabilized (no significant difference in their preference for the large rewards across 3

days blocks).

6. Cocaine self-administration

Cocaine self-administration experiments began around PD 90 and they were
performed on 16 SAL (& n=9/9 n=7) and 17 LPS (& n= 8/9 n=9) rats that had
undergone the behavioural testing described above (T maze, social interaction and
PPI). Some animals were lost during the course of the experiments due to catheter

failure, infection or loss of the head implant.

The rats were prepared surgically by placing an intravenous catheter in the ju-
gular vein under isoflurane anaesthesia (5% for induction, 1.5-2% for maintenan-
ce). Buprenorphine (0.05 mg/kg s.c.) was injected presurgically to ensure adequate
analgesia and a polyvinylchloride tube (0.064 interior diameter) was implanted in the
right jugular vein, approximately at the level of the atrium. The catheter was pas-
sed subcutaneously, exiting in the mid scapular region and then passing through a
spring tether system (Alice King, Chatham, CA, USA) mounted to the rat's skull with
dental cement. The animals were given at least 7 days to recover from surgery, with
meloxicam added to their drinking water (Metacam™- Norvet, 15 drops of a 1.5 g/
ml solution per 500 ml of water). The catheters were flushed daily with 0.5 ml of an
antibiotic solution (gentamicin, 40 mg/ml) dissolved in heparinized saline to prevent

infection and to maintain catheter patency.

Separate mother solutions of COC were prepared for males and females to
account for the difference in body weight between both sexes and to prevent big
discrepancies in the volume injected that could create confounds in the analysis of

potential sex differences in self-administration behaviour.

Animals were allowed to self-administer COC in daily 2 h sessions performed
7 days a week during 5 weeks, except for the first day when the animals underwent
two consecutive 2 h sessions to facilitate the acquisition of the self-administration
behaviour. The protocol was divided into several phases: 18 days of acquisition at

0.5 mg/kg dose and fixed ratio 1 schedule of reinforcement, a dose—response cut-
ve (comprised of three-day blocks each at a dose of 1.5/1/0.25/0.125 mg/kg in a
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Latin-square design), three stabilization sessions at the 0.5 mg/kg dose, and 10-12
extinction sessions (where the drug was substituted for saline and the visual cue was
not activated during the procedure) and cue-induced reinstatement (where the cue
was activated but the COC was not available).

7. Data Analysis

All data were analysed using the IBM SPSS statistical software package (version
24 for Windows). Outliers were identified by SPSS using the interquartile range crite-
rion and a value of p = 0.05 was considered to represent a statistically significant di-
tference. Square roots transformations were applied when appropriate to correct the

skewness in the distribution of the data and the lack of homogeneity of variances.

The mean body weight increment for each of the two injection days was analysed
using a Student's t-test. Temperature changes were analysed with a mixed ANOVA,
using the treatment (SAL/LPS) as the between subjects factor and the measurement
time as the within subjects factor. The body weight increment between days 16 and
18 was analysed using an independent samples Student's t-test. Cytokine concentra-
tions were expressed as the percentage increase relative to the saline group and they
were analysed with a Student's t-test for unrelated samples for each sample type.

The T-maze data was analysed with a Pearson's Chi-squared binomial test for
each group. The open field data was analysed with a two way ANOVA (with sex —
male or female - and treatment as the between subject factors) and the social inte-
raction test with separate multivariate analyses of variance (MANOVA), using each
behaviour as the dependent variable, and taking Sex and Treatment as the between
subject factors. The same analysis was applied to the PPI data.

All phases in cocaine self-administration were analysed with a mixed ANOVA
(fixed between-group factor, Treatment [SAL or LPS] and Sex [Male or Female]; fixed
within subject repeated measures factors, daily COC self-administration sessions) ex-
cept cue-induced reinstatement where a Student’s t-test was performed using active
or inactive lever presses as dependent variable and treatment as independent variable.

Effect sizes are reported when appropriate.

Impulsive behavior was analysed using a mixed ANOVA (fixed between-group
tactor, Treatment [SAL or LPS] and Sex [Male or Female|; fixed within subject repea-
ted measures factors, preference for the large reward in each delay). For this analysis
we used the last block of three days of training where the performance was stable.
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In the case of the Student's t tests, the effect size is estimated from Cohen's
d (the range of values being 0.2 = small effect, 0.5 = moderate effect, 0.8 = large
effect: (Cohen, 1988)). The partial n2 was used as an index of the effect size in ANO-
VAs (the range of values being 0.02 = small effect, 0.13 = moderate effect, 0.26 =
large effect: (Miles, J., Shevlin, 2001)) and the ¢ statistic was used to measure effect
sizes in y2 tests (0.2 = small effect, 0.4 = moderate effect, 0.6= large effect: (Rea,
L.M., Parker, 2014)).
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Resultados

Chapter |. Rattus Novergicus Wistar

e Study I

In this first study we aimed at using the prenatal immune activation model pu-
blished by Borrell in order to examine COC self-administration behavior in LPS- and
saline-exposed animals. We first induced MIA on pregnant rats with LPS and measu-
red body weight and temperature on the day of the injections to check for somatic
indexes indicative of the effects exerted by LPS.

When the offspring reached PD 90, we submitted them to PPI testing to evalua-
te sensory-motor gating deficits (a proxy for schizophrenia-like symptoms). On PD
110 one cohort of animals underwent COC self-administration and another other

cohort food self-administration (Figure 13).
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Figure 13.

Chapter 1 experimental design. Study 1 and 2. Alternate LPS or Sal injections were administrated to dam and

their offspring was subjected to PPI test on PD 90 and cocaine or food self-administration on PD 110.
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I. LPS administration on alternate gestational days
neither decreases body weight nor increases tempe-
rature of pregnant rats.

The statistical analysis of body weight indicated an effect of Gestational day
= 8.381, p< 0.05; partial n*>= 0.677), suggesting that the weight dam was incre-
as = 0133, p=
0.733) or Treatment * Gestational day interaction (F, = 1.630, p= 0.253) (Figure
14-A). The results obtained for temperature increment were not statistically signifi-
15 = 0.340, p= 0.601), Gestational day (F , = 1.454,
p= 0.205) or Treatment * Gestational day interaction (F, . = 0.685, p= 0.729) (Fi-
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Figure 14.

A) The body weight of the dams showed a progressive increase along the pregnant. We did not find any differen-
ce due to treatment or Treatment * Gestational day interaction. B) There was no effect on the body temperature

of the dams.

2. LPS administration to pregnant rats diminished start-
le response in their offspring.

The percentage PPI was evaluated on PD 90. LPS-exposed animals showed
a lower percentage of PPI than their saline-treated controls. The Student’s t test
showed significant effect of the Treatment on PPI120_16 trials (t,,, = 2.353, p<
0.05; Cohen’s d=1.16 ) and PPI30_16 (t,, = 2.375, p< 0.05; Cohen’s d= 0.97). (See
figure 15-A and 15-C). We did not find any difference in the 8db trials, PPT120_38 (t,
= 1.780, p= 0.125) or PPI30_8 (t,, = -0.348, p= 0.734) where overall the PPI percen-
tage was lower (see figure 15-B and 15-D).
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Figure 15.

Percentage of prepulse inhibition in the offspring of rats exposed to SAL or LPS. A treatment effect was observed
in PP1120_16 and PPI30_16 trials, where LPS rats showed lower PPI than the Saline group: * p< 0.05. No signifi-

cant effects of Treatment were found in the remaining conditions.

3. LPS offspring showed a higher cocaine intake during
the acquisition of cocaine self-administration.

The repeated measures ANOVA did not reveal a significant effect of the Ses-
sions factor (F |, = 2.398, p= 0.069) or Sessions * Treatment interaction (F =
1.747, p= 0.162) during the acquisition phase. There were significant differences
however due to the between subjects factor Treatment (F, |, = 7.832, p< 0.05; par-
tial n*= 0.410) suggesting that LPS-treated animals had a higher COC intake (Figure
16-A). Due to the relatively high rate of experimental death in the self-administration
paradigm, we could not perform the statistical analysis for the maintenance phase
but the tendency seems to be the same as in the acquisition phase (Figure 16-B).
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Figure 16.

Cocaine self-administration. A) Acquisition phase. The figure shows the number of active lever presses in the
acquisition phase under a FR1 schedule. Significant differences due to Treatment factors were found in cocaine

self-administration at a dose of 0.75 mg/kg. B) Maintenance phase. Number of active lever presses on each day.

4. LPS offspring did not show altered food-reinforced ins-
trumental responding.

All groups progressively increased their food self-administration behaviour (sig-
nificant effect of the Sessions factor (F = 9-489, p< 0.0001; partial n2= 0.513))
and significant Difference contrast found from the eighth session onwards with ex-
ception ninth and fifteenth sessions (p< 0.05) (this contrast compares one level of
a variable and the previous one in a repeated-measures design) However, there were
no significant effects of Treatment (F,, = 0.291, p= 0.602) or Treatment * Session

interactions (F . = 0.578, p= 0.888).

(1,10)

When we analysed the data during the fixed-ratio 5 schedule phase, we found the
same effect as in the fixed-ratio 1 schedule phase. The statistical analysis showed a
significant effect of the Sessions factor (F, = 6.102, p< 0.005; partial n2 = 0.404)
110 3.223, p= 0.1006) or Treatment
= 1.174, p= 0.338).

(1,10)
but no significant effects of Treatment factor (F (

* Sessions interaction were found (F

There were no differences during the progressive ratio schedule which seems to
indicate that the LPS rats do not show a greater motivation for natural reinforcers.
We did not find significant effect of the Sessions factor (F = 2.030, p= 0.168),
Treatment (F | == 1.378, p= 0.271) or Treatment * Sessions interaction (F
1.313, p= 0.293).

(1,10) =
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In the last phase (extinction) the animals progressively extinguished their pre-
viously acquired self-administration behaviour. We found significant effect of the
Extinction Sessions factor (F, | == 14.020, p< 0.0001; partial n2 = 0.609) and signi-
ficant effect of the Difference contrast in the first session; p< 0.05. See figure 17 A-D.
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Figure 17.

Days

Food self-administration. A) The figure shows the number of active lever presses in the acquisition phase under
a FR1 schedule. Significant differences were found in Sessions factor, but not differences were found in food self-
administration due to Treatment or Sessions * Treatment interaction. B) Total reinforcement under FR5 schedule
on each day. There was no effect on Sessions, Treatment or interaction. C) Breaking points in the progressive
ratio schedule. We did not find any significant difference in this phase. D) Number of active lever presses during
extinction. Animals progressively decreased their seeking behavior over the extinction sessions but no significant

effect of Treatment was seen.
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e Study 2

The aims of this study were to replicate the results found in PPI test and to in-
crease the sample size in the COC self-administration experiment. We used the same

protocols as in study 1 (Figure 13).
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Resultados

I. LPS administration on alternate gestational days
neither decreases body weight nor increases tempe-
rature of pregnant rats.

As in Study 1, we did not find group differences among treatments. The repea-

ted measures design did not reveal significant effects of Treatment (F,, = 0.140,
p= 0.733) or the Treatment * Gestational day interaction (F o, = 1.400, p= 0223),
but we find a significant difference in the Gestational day factor (F, , = 19.266, p<

0.05; partial n* = 0.865). (Figure 18-A). No effects were observed for temperature
= 3.345, p= 0.141), Gestational day factor (F
=0.476, p=

increments cither: Treatment (F,

= 1.464, p= 0.290) or the Treatment * Gestational day interaction (F
0.614) (Figure 18-B).
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Figure 18.

A) The body weight of the dams showed a significant increase along the pregnancy. We did not find any difference

due to Treatment or interaction. B) There were no significant effects on the body temperature of the dams.

2. Prenatal immune activation did not change PPI in
adulthood.

When we replicated the PPI test in this study, the effect found in the study 1
was no longer evident. The statistical analysis did not reveal any difference among
treatment or PPI interval type: PPI120_16 (t,, = 0.165, p= 0.870); PPI120_8 (t,, =
0.085, p= 0.093); PPI30_16 (t,, = -0.497, p= 0.623) and PPI30_8 (t, = 0.704, p=
0.494). We even found the opposite tendency in this study, whereby LPS-treated rats
had more prepulse inhibition than the control group (Figure 19, A-D)
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A PP1120_16 B PP1120_8

% PPI

C PP130_16 D PP130_8

40 20

Figure 19.

Percentage of prepulse inhibition in the offspring of rats exposed to SAL or LPS. No significant effects of the

Treatment were found in any of the conditions tested.

3. Prenatal immune activation did not induce a potentia-
tion of cocaine self-administration.

In the replication study we obtained a significant effect of the Sessions factor
(F .y = 6.153, p< 0.0001; partial n2 = 0.381) during the acquisition phase and a
significant Difference contrast was found in the last session (Figure 20-A). However,
wn — 2012, p= 0.180) or Treatment * Session inte-
= 1.053, p= 0.401) were not observed.

differences due to Treatment (F
raction oy

In the maintenance phase we did not find differences due to the Sessions factor
(F oy = 1.940, p= 0.138) or the Treatment * Session interactions (F,, = 0.734,
p= 0.554) but there were differences due to the Treatment between groups (F |, =
5.716, p< 0.05; partial n2 = 0.388). Contrary to study 1, in the most of the sessions,
the LPS offspring seems show a lower COC self-administration pattern than control
group (Figure 20-B).
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Cocaine self-administration. A) The figure shows the number of active lever presses in the acquisition phase un-

der a FR1 schedule. Significant differences were found due to the Sessions factor, but not differences were found

in cocaine self-administration due to Treatment or Sessions * Treatment interaction. B) Number of active lever

presses during the maintenance phase. No significant effects were found in this phase.
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e Study 3

Due to divergent results found in study 1 and 2 in PPI we asked whether the age
at which testing is performed might affect the strength or the stability of the effects
induced by the treatment. Therefore, we used the same PPI protocol and we measu-
red it at the same postnatal day (PD 90) and also 30 days later (PD 120). See figure

21.
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Figure 21.
Chapter 1 experimental design. Study 3. Alternate LPS or Sal injections were administrated to dams and their

offspring was subjected to PPI test on PD 90 and PD 120.
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Resultados

|I. LPS administration did not induce any change in body
weight or body temperature in pregnant rats.

We measured the body weight and temperature on each injection day in the preg-
nant rats. No effects of the Sessions (Fo e = 0.959, p= 0.467) or Treatment factors
(F(m) = 0.816, p= 0.401) or Treatment * Session interaction (F(L@ = 0.834, p= 0.552)
were found in body weight (Figure 22-A). We did not find significant differences
due to the Sessions (F, = = 0.876, p= 0.543) or Treatment factors (F,q = 0.245, p=
= 1.803, p= 0.381) in core body tem-

(1,0)

0.639) or Treatment * Session interaction (F w0

perature either (Figure 22-B).
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Figure 22. -2-
A) Body weight did not significantly differ between LPS or SAL exposed dams. B) The body temperature of the-

dams did not show significant difference due to our manipulations.

2. Potentiated PPl in the offspring of LPS treated dams
at PD 90 but not at PD 120.

We obtained a significant effect of Treatment at PD 90 for the PPI30_16 trials
(t, = -2.798, p< 0.05; Cohen’s d= 0.113 ). As in study 2, LPS-treated offspring
showed a stronger PPI than the saline group (Figure 23-C). No other effects were
found in the remaining trial types (Figure 23 A-B-D): PPI120_16 (t,, = -0.879, p=
0.3806); PPI120_8 (t, ,, = -1.556, p= 0.154) and PPI30_8 (t,, = -0.177, p= 0.862).

Because of these diverging results at PD 90 we wanted to test if the age at
which PPI is performed might affect the ability of the prenatal treatment to influen-
ce sensory-motor gating. To do so, we measured PPI at PD 120 finding no significant
effect of LPS administration in any of the trial types (Figure 24): PPI120_16 (t,,
= -0.544, p= 0.591); PPI120_8 (t,, = 1.062, p= 0.302); PPI30_16 (t,, = 1.263, p=
0.216) and PPI30_8 (t,, = -1.328, p= 0.201).
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PD90

A PP1120_16 B PP1120_8

% PPI
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C PP130_16 D PPI30_8
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Figure 23.

Percentage of prepulse inhibition in LPS or SAL-exposed offsping. A treatment effect was observed in the PPI30_16
condition, whereby LPS rats showed a stronger PPl than the Saline group: * p< 0.05. No significant effects of

Treatment were found in the others conditions.

PD120

A PP1120_16 B PPI1120_8
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Figure 24.

Percentage of prepulse inhibition in the offsping of LPS or SAL-treated dams. No significant effects of Treatment

were found in any conditions.
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Resultados

Conclusions

In this first chapter our goal was to study COC self-administration and food-

reinforced behaviour in a prenatal immune activation model of schizophrenia in rats.

In Study 1, despite having a low number of animals, we reproduced the known
effects of prenatal LPS on PPI (namely a reduction of PPI in LPS-exposed animals).
Interestingly, these animals also showed higher COC self-administration than their
saline-exposed controls during the acquisition. However, when we tryed to replica-
te this effect and increase the sample size of the groups, the effect was no longer
evident. In this case, the animals even showed opposite results in both PPI and self-
administration of COC in relation to the first study.

These diverging results drove us to carry out a third study where PPI was tested
at two different time points (PD 90 and PD 120). In this third study we had a suffi-
cient amount of rats per group however the results obtained in the PPI seemed to
tollow the trend observed in Study 2, where LPS-exposed rats showed an increased
prepulse inhibition at PD 90 while no effects were found at PD 120.
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Chapter 2. Rattus Novergicus Lewis

The results obtained in the first chapter led us to conclude that the effects indu-
ced by the prenatal immune alteration might not be strong or stable enough. Therefo-
re, we decided to introduce changes in some parameters, such as dose, administration
regime or the strain of the rats. Given that we obtained some positive results when
introducing such changes we decided to run the self-administration experiment and
we also introduced some modifications in order to obtain more information about
the mechanisms that might be acting during cocaine-induced reinforcement in LPS-

exposed rats as compared to their controls.

We increased the dose of LPS from 1 mg/kg to 2 mg/kg and injected this dose
daily to pregnant dams rather than on alternate days, using the same protocol descri-
bed in Romero et al., (2007). See figure 25.
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LPS Bl 1. Cocaing solf-
zmm administration
2. Sacrifice and

Flow cytometry

Figure 25.

Chapter 2 experimental design. Daily LPS or Sal injections were administrated to dam and their offspring were
subjected to PPI test on PD 120 and cocaine self-administration on PD 130. After the PPI test another group was

used for flow cytometry after sacrifice.

Second, we used a different strain of rats, in this case Lewis instead of Wistar.
We found in pilot experiments that Lewis rats showed a more robust and stable PPI
than Wistar. There is some evidence in the literature that the Wistar strain shows
quite a variable PPI that even depends on the supplier (Goepfrich, Gluch, Friemel,
& Schneider, 2013; Swerdlow et al., 2000).

We did not change the parameters of the PPI test but we did change the self-
administration protocol (we increased the number of self-administration sessions,
introduced a progressive ratio schedule phase and performed a dose-response curve;
in addition, we included extinction phase followed by a cue-induced drug seeking
test).
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Given the sensory-motor deficit induced by the treatment, we decided to look
tfor possible peripheral biomarkers that could be indicative of these (see introduc-
tion). To attain such a goal, we used flow cytometry to study surface markers (D3,
D5 and CB2 receptors) in different immune cells (lymphocytes, granulocytes and

monocytes).
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I. Daily LPS administration had no effects on the body
weight of the dams.

No significant differences were found between the treatments (F ;= 0.584, p=
any = 1.331,p=0.165)
in the increment of body weight across gestation. However, the statistical analyses
do show a significant effect for the Gestational day factor (F wy = 2525, p< 0.0001;
partial n2= 0.315) and a significant Difference contrast was found on GD 18 (p< 0.05,

this contrast tests if there is a significant difference between one level of a variable

0.459) or due to the Treatment * gestational day interaction (I

and the previous one in a repeated-measures design). See figure 26.
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Figure 26.

The body weight of the dams did not show any significant modification along the pregnancy. No effects due to the

Treatment or the Treatment * Gestational Day interaction were found.

2. LPS-exposed offspring showed a diminished PPI as
compared to control rats in 120_16 trials.

When tested at P90, LPS rats showed a significantly diminished PP1in PPI120_16
trials (t = 2.721, p< 0.05; Cohen’s d= 0.069). Conversely, in the PPT120_8 trials the
opposite result was found whereby LPS-exposed rats displayed a higher PPI percen-

tage (t, ., = -4.528, p< 0.001; Cohen’s d= 0.116) See figure 27 A-B.

46.97

No significant effects were found in 30_16 (t,, = -0.431, p= 0.668) or 30_8 trials
(t,, = 0.845, p= 0.402) (Figure 27 C-D).
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A PP1120_16 B PP1120_8

% PPI

C PPI30_16 D PP130_8

Figure 27.

Percentage of prepulse inhibition in SAL or LPS-exposed offspring. There was a significant effect of the Treatmen-

tin the PPI112_8 trials whereby LPS rats showed a more robust PPI than SAL controls: * p< 0.05. No significant

effects of the Treatment were found in the others conditions tested.

3. LPS-exposed offspring did not show an increased intake
of cocaine, motivation for its consumption or cue-indu-
ced drug seeking as compared to saline-exposed controls

Rats progressively increased their COC intake over sessions as suggested by the
significant effect of the Sessions factor (F, ,, = 7.358, p< 0.0001; partial n2 =0.251).
We found a significant Difference contrast from the eighth session onwards (p< 0.05).
However, there were no significant effects of the Treatment (F, ,, = 0.005, p= 0.942)

or the Treatment * Session interaction (F, . = 1.071, p= 0.375) (Figure 28).

1,23)

In the dose response curve we did not find significant differences of the Sessions (F
= 0333, p= 0.855), Treatment (F ,, = 0.019, p= 0.892) or their interaction (F ,, = 0.673,
p= 0.612) (Figure 29-A). No significant differences of the Sessions (F, ; = 0.530, p= 0.703),
Treatment (F |, = 1.940, p= 0.182) factors or the Treatment * Session interaction (K, =

0.153, p= 0.954) (Figure 29-B) were found in the progressive ratio schedule.
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Figure 28.

- SAL
-= |LPS

Cocaine Self-Administration (0.5 mg/kg)

Cocaine self-administration. The figure shows the number of active lever presses in the acquisition phase under

a FR1 schedule (0.5 mg/kg dose). Significant differences were found due to the Sessions factor, but not other

differences were found in cocaine self-administration behaviour due to Treatment or the Session * Treatment

Figure 29.
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A) Average number of active lever presses per dose. There was no effect of Sessions, Treatment or their interac-

tion. B) Breaking points in the progressive ratio schedule. We did not find any significant effect. C) Number of

active lever presses during extinction. Animals progressively decreased their seeking behavior over the extinction

sessions but no significant effects of Treatment or Sessions x Treatment interaction were seen. D) Number of ac-

tive and inactive lever presses in the cue-induced reinstatement. No difference were found due to the Treatment.
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During extinction rats decreased their lever pressing behaviour as highlighted by
the significant effect of the Sessions factor (F ,, = 06.774, p< 0.0001; partial n2=
0.273). No effects were found due to the Treatment factor (F 15 = 0.005, p= 0.945)

or Treatment * Session interaction (F, .= 0.674, p= 0.596) (Figure 29-C).

(1,19)

Student’s t-test was performed to analyse cue-induced drug seeking behaviour.
The statistical analysis did not show significant differences between the Treatments
in active lever presses (t,, = 0.391, p= 0.702) or inactive lever presses (t,, = -0.457,
p= 0.655) (Figure 29-D).

4. Fewer D3-expressing granulocytes in LPS-exposed
offspring.

First, we wanted to check whether the schizophrenia-like phenotype produced
by MIA had an effect on blood cell populations. Statistical analyses did not reveal di-
fferences between treatments in any studied population: Lymphocites B (t,, = 0.634,
p= 0.534); Lymphocytes T (t,, = -0.059, p= 0.953); Monocytes (t,, = 1.072, p=
0.297) and Granulocytes (t,, . . = -0.482, p= 0.639) (Figure 30 A-D).
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Figure 30.

A) Percentage of T lymphocytes in in the SAL or LPS-exposed offspring. B) Percentage of B lymphocytes in SAL or
LPS-exposed offspring. C) Percentage of monocytes. D) Percentage of granulocytes. The statistical analysis did not

show significant effects of the Treatment in any case.
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Regarding the labelling performed for the CB2 receptors in the different po-
pulations of immune cells, we did not find any significant differences between the
treatments. However, there seems to be a trend in both types of lymphocytes in LPS
offspring. Analyses performed for CB2 receptors on T lymphocytes show a trend for
up-regulation in LPS-exposed rats (t,, = -2.039, p= 0.056) as was also the case for B
lymphocytes (t,, = -1.982, p= 0.063) (Figure 31 A-D).

We did not find any significant difference in monocytes (t,, = 0.368, p= 0.717)
or granulocytes (t,, = 1.264, p= 0.223) (Figure 31 B-C).
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Figure 31.

A) Percentage of CB2-positive T lymphocytes in SAL or LPS-exposed offspring. B) Percentage of CB2-positive B
lymphocytes in SAL or LPS rats. C) Percentage of CB2-positive monocytes. D) Percentage of CB2-positive granulo-

cytes. The statistical analysis showed no significant effects.

We did find however a statistically significant lower number of D3 receptor-
expressing granulocytes in the blood in L.PS-exposed offspring (t = 2.721, p< 0.05;
Cohen’s d= 1.121) where there seems to be a decrease of this receptor in the offs-
pring that were exposed to LPS during gestation (Figure 32-D). No differences were
found between the treatments in the rest of populations for this receptor: T lympho-
cites (t,, = 0.745, p= 0.465); B lymphocytes (t,, = 0.409, p= 0.687) or monocytes (t,,
= 1.537, p= 0.141) (Figure 32 A-B-C).
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Figure 32.

A) Percentage of D3-positive T lymphocytes in SAL or LPS-exposed offspring. B) Percentage of D3-positive B lym-
phocytes. C) Percentage of D3-positive monocytes. D) Percentage of D3-positive granulocytes. We find a signifi-
cant effect of the Treatment where LPS rats showed a fewer expression D3 receptor-expressing in granulocytes:

* p< 0.05.

Finally, no differences were found between treatments for D5 receptor-expres-
sing cells in any of the populations studied: T lymphocytes (t,, = -1.559, p= 0.1306);
B lymphocytes (t,, = -0.801, p= 0.433); monocytes (t, .. = 0.665, p= 0.521) or gra-
nulocytes (t,, = 1.657, p= 0.114) (Figure 33 A-D).
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Figure 33.
A) Percentage of D5-positive T lymphocytes in in SAL or LPS-exposed offspring. B) Percentage of D5-positive B

lymphocytes. C) Percentage of D5-positive monocytes. D) Percentage of D5-positive granulocytes.
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Conclusions

While the modification in the prenatal treatment regime introduced in this chap-
ter had no effect on the parameters measured in the pregnant rats (such as body
weight or temperature) we found a significant effect of the prenatal immune alte-
ration in PPI percentage that, for one trial type, was in the expected direction. The
change of strain (which reduced the frequency of prepulse facilitation events), to-
gether with a higher sample size might explain the change in trend in our results. As
regards COC self-administration, no differences were observed between the groups
in any of the phases.

Finally, data obtained from flow cytometry showed a fewer of D3 receptor-
expressing granulocytes from blood samples of the offspring exposed to LPS as
compared to their saline-exposed controls. Although not statistically significant, an
interesting trend for CB2 receptor-expressing lymphocytes to be more abundant in
LLPS-exposed rats was found. Further studies should clarify the functional impos-
tance of these alterations and whether they are sensitive and accurate enough to be

considered as biomarkers of a disorder of the schizophrenic spectrum.
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Chapter 3. Rattus Norvegicus Sprague

Given the lack of differences in the COC self-administration and the lack a
strong PPI deficit in LLPS-rats (the effect was only evident in one the trial type while
an opposite effect was found in other trial type) we decided to introduce some mo-

difications in this last chapter.

Firstly, we decided to employ the model of MIA used by the Boksa group (For-
tier et al., 2007) that has been widely contrasted. In this case, LPS administration was
performed intraperitoneally on GD 15 and GD 16. We also wanted to further valida-
te the model in our hands by analysing the cytokine response after acute LPS on GD
15 (Figure 34) and by examining some behavioural characteristics of the offspring
such as social interaction and anxiety-like behavior in an open field (reminiscent of
negative symptoms), working memory (cognitive symptoms) and the usual PPI defi-
cit (positive symptoms) along with other traits that are also altered in schizophrenics
such as impulse control (impulsive choice in a delay-discounting task). See figure 38.

We also decided to use the Sprague-Dawley strain because Lewis dams normally

have fewer pups compared to this rat strain.

For the sake of consistency, we also used the PPI parameters described by For-
tier et al., 2007.

{ Gestational § o | |, 13 |4 |s 6|7 |8 |o [10]11]12|13]1a]1s
i day
Saline Q:\\
LPsS Sacrifice
100pg/kg ELISA

Figure 34.

Experimental design used in chapter 3. Maternal immune activation model validation. After first LPS or SAL in-

jection on GD 15, rats were sacrificed and samples were extracted for the ELISA assay.
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I. LPS administration increased TNFa levels in pregnant rats.

We assayed TNNFa concentrations 3.5 h after endotoxin exposure in the maternal
plasma, placenta, fetal brain, the chorioamniotic membrane and maternal hippocam-
pus. Administering pregnant dams with LPS increased the levels of TNNFa in the ma-
s o3 = ~3-119, p< 0.05; Cohen's d = 5.20) but no effect was observed
in the other tissues analysed: hippocampus (t. .. = 0.127, p= 0.902); fetal brain (t,, =
0.572, p= 0.578); placenta (t,, = -0.239, p= 0.816) or amniotic fluid (t,, = 0.115, p=
0.910). See figure 35.

ternal plasma (t

TNFo H saL
300+ * B Lrs
200+

w
W
R
100
u-
3 w0 o 2 D
) o o
& S & &
& &
& «F

Figure 35.

Effects of LPS treatment on TNFa concentrations. LPS significantly increased the TNFa protein in the maternal

plasma compared to SAL rats: * p< 0.05 compared to SAL animals.

2. Maternal body weight and temperature are decreased by
LPS administration.

On GD 16, the increase in body weight was significantly different between preg-
nant female rats exposed to SAL or LPS, with dams exposed to LPS augmenting
their weight less from the previous day than SAL controls (t,, = 2.425, p< 0.05;
Cohen's d= 1.9: Figure 36-A). Indeed, there was also a trend in dams exposed to
LPS to increase their body weight less between GD 15 and GD 18 than the control
dams (t,, = 2.178, p= 0.052).

Furthermore, the statistical analysis revealed a significant effect of the first LPS
injection on body temperature, as reflected by the significant Treatment * Measure-
200 = 10.391, p< 0.0001; partial n2 = 0.621), which upon
further analysis revealed a significant Treatment effect 2 h after injection (t,, = 9.100,

ment Time interaction (F (
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p< 0.0001; Cohen's d= 7.004). Dam that received LPS had a lower core body tempe-
rature than the SAL controls at this time point (Figure 37-A) and this effect tended
to persist until the first measurement on GD 16, 1 h before the next injection (t,, =
2.132, p= 0.056). No significant effect of LPS injection was found on GD 16 (F 00
= 2.280, p= 0.128).

A Weight increment on day 16 B Weight increment days 15-18

Increase (grams)
Increase (grams)

Figure 36.

A) The figure shows the increase in body weight of pregnant female rats between GD 15 and GD 16. B) Or bet-
ween GD 15 and GD 18. Blue bars and red bars represent the average increase in grams. Rats exposed to LPS
showed a significantly smaller gain in body weight than the control SAL group on GD 16, and a similar trend was

observed between GD 15 and GD 18: * p< 0.05 compared to SAL rats.
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Figure 37.

Core body temperature of pregnant LPS and SAL rats on GD 15 and GD 16 1 h before injection, at the moment
injection and 2 h after injection. Blue circles and red circles represent the average temperature in °C. The rats that
received LPS had a significantly lower temperature on GD 15, 2 h after injection, than the SAL animals. We did not

find any differences on GD 16: * p< 0.05 compared to SAL animals.
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Figure 38.

Chapter 3 experimental design. Behavioural test. Dams received two injections (SAL or LPS) on GD 15 and GD 16.

Their offspring were subjected to a number of behavioural tests.

3. Higher anxiety-like behaviour in the open field in fe-
males as compared to males.

Two-way ANOVA revealed that open field activity differed in function of the
sex of the animals (Figure 39), whereby males spent more time in the central zone
of the arena than females, reflected by the small but significant effect of Sex (F, .
= 7.862, p< 0.05; partial n2 = 0.059). By contrast, no significant effect of Treatment
(F 105 = 1.059, p= 0.305) or the Sex * Treatment interaction (F = 1.227, p=

0.270) were found.

(11,25)

Open Field

151
g I
2 10]
I X
£
o
E s
®

& &
K &

Figure 39.

Average time that the animals spent in the central zone of the arena. There are significant sex differences, with

males spending more time in the central zone: * Significant main effect of Sex (p< 0.05).
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4. LPS treated offspring did not show social interaction
deficits.

When all the variables measured in the social interaction test were considered,
the MANOVA performed showed no significant effect on any of the variables analy-
sed (Figure 40 A-C). Latency: Sex (F, . = 0.831, p= 0.366), Treatment (F, . =

(1,63) 1,63
0.027, p= 0869) or their interaction (F(L(ﬁ) = 2.038, p= 0.159). Duration: Sex (F(l,“) =
0.545, p= 0.463), Treatment (F,

= 0.826, p= 0.367) or Treatment * Sex interaction
(F(Mﬁ) = 1.964, p= 0.166). Frequency: Sex (F

w6y = 0-067, p= 0.796), Treatment (F, .
= 0.054, p= 0.8106) or their interaction (F, . = 0.675, p= 0.415). See table 2 for a
more detailed analysis.

(1,63)

Chasing Boxing
Latency Frequency Duration Latency Frequency Duration
SAL Male 137.07+31.32 5.86+1.69 6.62+1.47 95.48+42.69  0.93+0.49 0.74+0.38
LPS Male 76.32+31.28 3.68%1.63 2.89+1.43 65.10+41.33  0.62+0.47 0.32+0.37
SAL Female 33%41.71 3.66+2.18 2.70£1.90 32.58+55.11  0.66+0.63 0.44+0.50

LPS Female 66.18+37.73  6.72+1.97 6.39+1.72 124.81+49.85 0.45+0.57 0.28+0.45

Grooming Sniffing

Latency Frequency Duration Latency Frequency Duration
SAL Male 119.12+38.83 2.53+1.09 3.34£1.05 21.34+#5.92  25.13+3.65 26.04+4.56
LPS Male 167.74+37.60 2.69+0.99 3.10+1.02 11.64+5.74  25.68+3.54  24.27+4.42
SAL Female 37.83#50.13 5.11+1.32 4.41+1.36 18.8417.65  26%4.72 26.36+5.89
LPS Female 167.82+45.35 3.81+1.20 3.23+1.23 25.07#6.92  27.90+4.27  35.16+5.33

Table 2.

The table shows the mean + SEM of the latency to first occurrence, frequency and duration of the rat's typical
social behaviors: chasing, boxing and sniffing. No significant differences due to Treatment or Sex were observed

in any of variables scored.
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Social Interaction
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Figure 40.

A) Latency: Time to establish the first interaction. B) Duration: Time total interactions. C) Frequency: Total num-

ber interactions. We did not find any significant differences.

5. Working memory deficits in LPS-exposed offsping.

We studied spontaneous alternation and the statistical analysis showed that the
male rats that received saline displayed above chance alternation (alternation in 73%
of the animals in the group y,*> = 5.538, p< 0.05; ¢ = 0.461: Figure 41), indicating
that these animals had intact working memory. However, only 62% of the males
that received LPS alternated, which was not significantly different from chance (y*
=1.190, p= 0.275). By contrast, the females that received saline appeared to perform
better than chance with 65% of these animals alternating between arms, albeit a mild
effect that did not reach full statistical significance (y,> = 3.457, p= 0.063). Conver-
sely, there was a clear impairment in the performance of the females administered
LPS and just 50% of these animals alternated between arms (x> = 0.000, p= 1.00).
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Figure 41.

Analysis of the T-maze data shows a significant difference in the proportion of SAL males that alternate compared
to the 50% chance threshold. Unlike LPS treated females, SAL females also show a strong trend to differ from the

level of chance: * p< 0.05 from expected chance value (50%).

6. Sex and treatment effects in startle response, its habi-
tuation and PPI.

PPI was assessed and no significant effects of Sex, Treatment or their interaction
were detected in any of the trials (Figure 42). PP112: Sex (F, __ = 0.587, p= 0.446 ),
Treatment (F, . = 2.075, p= 0.154) or their interactions (F, = 0.894, p= 0.347).

(1,77)

1,77) (1,77)
PPI8: Sex (F ., = 2.631, p= 0.109), Treatment (F, = 0.817, p= 0.369) or their in-
teractions (F . = 0.030, p= 0.864). PPI4: Sex (F ., = 0.108, p= 0.743), Treatment
(F -, = 0.616, p= 0.435) or their interactions (F, .. = 0.500, p= 0.482).

(1,77)

There was a significant effect of Sex in the startle amplitude (F gy = 9-560, p<

0.01; partial n2 = 0.095) with males displaying a more robust startle response than
females (MeanMales = 851.903; SEMMales = 52.480; MeanFemales = 612.410; SE-
MFemales = 53.212).
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Percentage of prepulse inhibition in the offspring of rats exposed to SAL or LPS. No significant effects of Sex or

Treatment, or their interactions were found.

When we analysed the habituation of the startle response, we found a significant
cffect of Treatment (F, = 8.360, p< 0.01; partial n2 = 0.085) and of the Sex *
Treatment interaction (F = 3.975, p< 0.05; partial n2 = 0.042), which upon fur-
ther analysis revealed that females administered LPS had a stronger habituation of
the response than those that received SAL (t,, = 3.381, p< 0.01; Cohen's d = 7.822),
although this difference was not evident in male rats (Figure 43).

Habituation of the Startle Response
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Figure 43.

Percentage habituation of the startle response in the initial and final ‘pulse alone’ trials. We found a significant
effect of Treatment and of the Sex * Treatment interaction, revealing that LPS females experience stronger habi-

tuation than their SAL controls: * p< 0.05; ** p< 0.01.
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We analysed the 120 ms ISI intervals in the second series of PPI assays and
found Sex (F, ), = 6.314,p< 0.05; partial n2 = 0.184) and Treatment effects (F, ), =
13.395, p< 0.01; partial n2 = 0.324), but we did not find significant differences due
to their interaction (F 5 = 0.159, p= 0.693) nor did we find significant differences
in the other PPI trials. In 12 dB trials: Sex (F ;= 0.199, p= 0.659), Treatment (F ,
= 1.520, p= 0.228) or their interaction (F 5 = 0.069, p= 0.794). In 8 dB trials: Sex
E . . = 0.964, p= 0.334), Treatment (F, = 3.787, p= 0.062) or Sex * Treatment

(1,28) (1,28
interaction (F = 0.627, p= 0.435). And last, on 4dB trials: Sex (F 5 = 0.004, p=
0.950), Treatment (F, = 0.360, p= 0.553) or their interaction (F( = 0.662, p=

(1,28) 1,28)

0.423).

We also found a significant effect of the Treatment in these animals in the 8 dB
trials (F .5 = 4.198, p< 0.05; partial n2 = 0.113), indicating that rats exposed to LPS
had weaker PPI in these trials (Figure 44). However, we did not find any effect of
the Sex (F .. = 0.127, p= 0.724) or Sex * Treatment interaction (F< = 0.320, p=
0.575).

(1,33) 1,33)

We also observed an effect of Sex on the amplitude of the startle response (F,

= 8.806, p< 0.01; partial n2 = 0.197) with males showing a more robust response
than females (MeanMales= 1148.313; SEMMales= 77.450; MeanFemales= 829.760;
SEMFemales= 74.330). No significant effects were due to the Treatment (Foag =

136)
0.084, p= 0.774) or Treatment * Sex interaction (F_ . = 0.006, p= 0.941).

(1,36)
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Figure 44.

¥ ¥

Percentage prepulse inhibition in the second series of animals. In this round, a new condition was introduced: a
120ms interval between the prepulse and the pulse, and a prepulse intensity of 12 dB. A robust Treatment effect
was observed in the new condition, as well as in the 8 dB trials. We also observed that in this newly introduced

set of trials females had a weaker PPl than males: * p< 0.05 ** p< 0.05.
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7. Unaltered impulsivity in LPS-exposed offspring.

A significant effect of the Delay factor was found (F,, = 14.316, p< 0.0001;
partial n2 = 0.589) showing a lower preference for the large reward as delays increa-
sed. A significant difference contrast was evident in all but the second session (p<
0.05). There were no differences due to the Treatment (F, . = 1.244 , p= 0.308) or
Sex factors (F, ., = 0.754, p= 0.501)
(Figure 45 A-B).

(1,39)

= 0.325, p= 0.859) or their interaction (F

(1,39)
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Figure 45.

A) Percentage of delayed lever preference in male rats (SAL or LPS) at 5 delays. B) Percentage delayed lever pre-

ference in female rats (SAL or LPS) at 5 delays. No significant effects were found.

8. No differences were found in cocaine self-administra-
tion between treatment groups.

Animals from all the groups successfully acquired COC self-administration be-
17450 = 13-439,
p< 0.0001; partial n2 = 0.332) and the significant Difference contrast found from the
fifth session onwards (p< 0.05). However, there were no significant effects of the
Sex * Session (K, ., = 1.101, p= 0.349), Treatment * Session (F , ., = 0.776, p=
0.722) or Sex * Treatment * Session interactions (F . ., = 0.730, p= 0.773). Similarly,
no effects of the between subject factors Sex (F, | = 0.358, p= 0.559) or Treatment
(F 14 = 0.004, p= 0.952) were detected, or of the Sex * Treatment interaction (F
= 2.509, p= 0.131) (Figure 46-A).

haviour, as witnessed by the significant effect of the Sessions factor (F,

(1,14)

With regard to the dose—response curve, rats successfully titrated their COC
intake in function of the dose (Figure 46-B), as revealed by the significant effect of
the Dose factor (F e = 31.660, p< 0.0001; partial n2 = 0.651), yet with no other
significant effects of Dose * Sex (F, .o = 0.643, p= 0.633), Dose * Treatment (F, .
= 0.617, p= 0.652).

(4,68)

= 0.240, p= 0.914) or Dose * Sex * Treatment interaction (I )
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There were no differences during the three stabilization sessions and moreo-
ver, after saline substitution the animals progressively extinguished their previously
acquired self-administration behaviour (significant effect of the Extinction Sessions
factor — F ., = 17.970, p< 0.0001; partial n2 = 0.600 — and significant effects of
the Difference contrast for each session; p< 0.05: Figure 46-C). However, we did
not find any significant difference of Extinction Sessions * Sex (F, ,, = 0.747, p=
0.679) or Extinction Sessions * Treatment (F< = 0.491, p= 0.893) or their inte-

10,120)
raction of the three (F = 0.483, p= 0.898).

(10,120

Two-way ANOVA did not show a significant effect in cue-induced reinstatement
of either the Treatment (F, = 0.092, p= 0.7606) or Sex factors (Fipy = 2.169,p=

G4 3,14)
0.163) or their interaction (F; = 0.572, p= 0.462) in active lever. And inactive lever
we did not find any difference of Treatment (F,,, = 2.433, p= 0.141), Sex (F

2.5606, p= 0.131) or their interaction (F( = 0.003, p= 0.950). (Figure 46-D)

3,14)

(3,14) -
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Figure 46.

Cocaine self-administration. A) The figure shows the number of active lever presses in the acquisition phase
under a FR1 schedule. No differences were found in cocaine self-administration at a dose of 0.5 mg/kg according
to sex or treatment. B) Average number of active lever presses on each of the three days at each dose. Animals
modulated their cocaine intake according to the dose available, yet there was no effect on Treatment or Sex. C)
Number of active lever presses during extinction. Animals progressively decreased their seeking behavior over
the extinction sessions but no significant effect of Sex or Treatment was seen. D) Number of active and inactive

lever presses in cue-induced reinstatement. No differences were found due to Sex or Treatment.
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Conclusions

The adoption of the protocol used in the Boksa lab along with the use of the
Sprague-Dawley strain, together with the introduction of a new PPI trial type (des-
cribed by Wirschow et al., 2015) seems to have been a successful approach to obtai-
ning a stable schizophrenia-like condition in the adult offspring. We also verified the
effectiveness of this way of administration and dose of LPS in eliciting the immune
response as indicated by the elevation of TINFa and the decrease in body weight in

the pregnant rats after the injection.

Regarding the open field test we found that males were less anxious than fe-
males but no effects due to LPS-exposure in utero were found here or in the social
interaction test. It seems therefore that LPS is not associated with the development

of negative symptoms in this animal model at least not as measured with these tests.

In T maze and PPI we also obtained significant treatment effects indicating alte-
rations in working memory and attentional processes related to cognitive and positive

symptoms, respectively. However, we did not find differences in impulsive behaviour.
Finally, the results showed in self-administration of COC was not different bet-

ween treatment groups. Therefore, rats exposed to LPS during prenatal development
did not show greater vulnerability to the reinforcing effects of COC.

128



Discusion




Discusion

Capitulo I. Rattus Norvegicus Wistar

n este primer capitulo se discuten los resultados obtenidos en los tres

diferentes estudios. Mientras que los dos primeros estudios, como se

describié anteriormente, mantienen el mismo disefio experimental, el
tercero se realizé unicamente para validar los resultados poco consistentes encontra-
dos en la prueba de PPL

Los primeros resultados de este capitulo hacen referencia a la temperatura y peso
materno medido a lo largo de la etapa gestacional, donde en ningun caso se obtu-
vieron diferencias debidas al tratamiento. Los efectos de MIA parecen depender de
una manera muy critica de los cambios que en la temperatura y el peso corporales
aparecen tras la exposiciéon a LPS. Diversos autores han encontrado una respuesta
febril tras la inyeccion de la endotoxina que esta mediada por un aumento de cito-
quinas, principalmente ILL13. De hecho, un estudio ha demostrado cémo el incre-
mento de IL1Bra en ratas gestantes es capaz de mediar los efectos febriles, mediante
la modulacion de la proteina ciclooxigenasa-2, en comparacion con las hembras que
presentan su ciclo estral (Ashdown, Poole, Boksa, & Luheshi, 2007). Sin embargo,
nuestros resultados no mostraron diferencias entre los dos grupos en la temperatura
medida después de cada inyeccion de LPS. Esto puede ser debido, en primer lugar,
al tratamiento, ya que en nuestro caso las inyecciones se realizaron en dias alternos,
como un tratamiento cronico subcutineo a lo largo de la gestacion, en comparacion
con la mayoria de estudios donde la administraciéon de LPS se realiza intraperitoneal-
mente y solo en uno o dos dias del periodo gestacional. Esto nos lleva a pensar que la
ausencia de fiebre podria ser mediada por un efecto de la tolerancia en el tratamien-
to créonico de LPS. En el estudio realizado por O Reilly et al., 1988, unicamente se
obtuvieron diferencias significativas en comparacion con los controles después de la
primera infusién de LPS, volviendo a niveles basales de temperatura en las infusio-
nes posteriores en el tratamiento cronico de LPS (OReilly, Vander, & Kluger, 1988).
Por otro lado, el tiempo que transcurre desde la dosis de LLPS hasta la medicion de la
temperatura podria estar influyendo en la falta de resultados positivos. En la mayoria
de estudios la temperatura se suele medir a partir de las 2 h, tiempo que ademas se
corresponde con el aumento de los valores de las citoquinas que estan implicadas en
la respuesta febril (Ashdown et al., 2006; Lowe, Luheshi, & Williams, 2008; Urakubo
etal., 2001). Sin embargo, en nuestro estudio la medicion se realizé una hora después,
tiempo que parece no ser suficiente para observar estos cambios en la temperatura.

Diferentes estudios han demostrado que tras la administraciéon de LPS el peso
de los animales se encuentra disminuido (Arsenault, St-Amour, Cisbani, Rousseau, &
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Cicchetti, 2014; Liu, Li, Chen, Zhang, & Kang, 2015; Moraes et al., 2017; Strassmann,
Fong, Windsor, & Neta, 1993). Sin embargo, nosotros no encontramos diferencias
entre los tratamientos en el peso maternal, ni se observo la pérdida de peso asociada
a la hipofagia caracteristica de la administracion de LPS. Estas discrepancias podrian
ser debidas tanto a la concentraciéon como a la via de administracion. Si bien es ciet-
to que la mayoria de investigaciones realizan una administraciéon ip de LPS, en el
presente estudio se realizé por via sc. En cuanto a la dosis, parece ser que 1 mg/kg
deberia ser suficiente para producir efectos en el peso materno. De hecho, un estudio
muestra que a mayor dosis administrada de LPS la disminucion del peso también es
mayor (Banks et al., 2015). Por dltimo, el tipo de tratamiento también podria estar
afectando a estos resultados. En la mayoria de estudio, el LPS es administrado como
un desafio en una o dos dosis a lo largo de la gestacion. Sin embargo, en nuestro es-
tudio se realizé durante todo este periodo, por lo que cabe suponer que la respuesta
inmune materna no fuese tan acentuada, aunque deberfa haberse mostrado alguna

diferencia en los primeros dfas.

Los pacientes con esquizofrenia desarrollan alteraciones en la atencion y déficits
en el procesamiento de informacion sensorial. E1 PPI es un ejemplo importante de la
conduccién sensoriomotora que ocurre en el cerebro y es un mecanismo que se in-
terrumpe en individuos con esquizofrenia, aunque tal alteracion puede revertirse con
antipsicoticos atipicos (Van den Buuse, Garner, & Koch, 2003). Esta alteracion en
la respuesta de sobresalto ha sido documentada en pacientes esquizofrénicos (Veena
Kumari, Aasen, & Sharma, 2004; Ludewig, Geyer, & Vollenweider, 2003) y en crias
de ratas o ratones, cuyas madres fueron sometidas a la administracion de LPS o Poli
I.C (Borrell et al., 2002; M. E. Fortier et al., 2007; E Romero, Guaza, Castellano, &
Borrell, 2010; Shi, Fatemi, Sidwell, & Patterson, 2003; Zuckerman & Weiner, 2003).

En el primer estudio de este capitulo los resultados en el PPI fueron concor-
dantes con los estudios que se han presentado anteriormente. De este modo, los
animales que fueron tratados prenatalmente con LPS mostraron una disminucién en
la respuesta de sobresalto. Ademas, estas diferencias fueron obtenidas en los para-
metros donde los dB del prepulso fueron mas altos (16 dB, por encima del ruido de
fondo) independientemente de los ms en que se present6 el prepulso. Pese a obtener
datos que apuntan a una alteracion en la respuesta de sobresalto nuestros resultados
no son del todo concordantes con otros estudios, donde se observaron diferencias
en el PPI con dB comprendidos entre 4 y 12 (M. E. Fortier et al., 2007; E Romero et
al., 2010). De hecho, parece que las diferencias entre las frecuencias entre el prepulso
y el ruido de fondo y la intensidad del ultimo son variables muy criticas para el PPI
(Basavaraj & Yan, 2012).
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No obstante, en la segunda cohorte de animales, los correspondientes al estudio
2, estos efectos en el PPI no aparecieron y ademas curiosamente mostraron un pa-
tron inverso al obtenido en el estudio 1, mientras que en el primer caso los animales
LPS mostraron inhibicién prepulso, en este segundo estudio aparecio el fenomeno
de la facilitacién por prepulso. Ante estos resultados discrepantes encontrados en las
dos cohortes de animales se decidié hacer un tercer estudio, que unicamente se en-
cargarfa de verificar la orientacion de estos resultados en el PPI. Asimismo, se tomo
la decision de realizar una medicién mas en un punto temporal mas avanzado, el PD
120, por si el efecto de la edad del animal pudiese estar influyendo en los resultados
contradictorios y esta respuesta fuese mas estable en la etapa adulta. En este tercer
estudio, los resultados del PPI fueron encaminados a replicar la tendencia obtenida
en el estudio 2, mostrando los animales LPS un mayor porcentaje de inhibicion pre-
pulso que los SAL en el PD 90 y no se obtuvieron diferencias en el PD 120.

La explicacion de estos resultados parece ir en contra de toda la bibliografia es-
tudiada y ademas no pueden ser explicados ni por la dosis de LPS ni por los dias de
administracion en la etapa gestacional. Por ejemplo, el estudio de Borrell et al., 2002,
muestra una disminucion en los animales tratados con LPS prenatalmente en el PPI
desde el PD 60 hasta el PD 300 bajo las mismas condiciones que nuestro estudio,
hay que recordar que este fue el protocolo que se utilizé para inducir MIA aunque
el protocolo del PPI no es el mismo. Aunque en el trabajo citado se utiliza una in-
tensidad similar en los dB del prepulso, como se ha descrito anteriormente hay otras
investigaciones que han comprobado estos efectos utilizando menores dB que los
utilizados en este estudio. Sin embargo, el incremento de dB por encima del ruido de
fondo parece ser una variable critica en los efectos de esta respuesta. En el siguiente
estudio se encontré como los dB mas bajos (3-6 dB, por encima del ruido de fondo)
producian una respuesta de facilitacion por prepulso mientras que con 12 dB no se

encontraron diferencias entre los tratamientos en la respuesta de PPI (Howland et

al,, 2012).

Quiza la mejor explicacion a la poca consistencia en los resultados entre las dife-
rentes cohortes de animales podria ser la cepa utilizada. Aunque en este estudio los
experimentos fueron realizados con la misma cepa que Borrell et al., 2002, se han
encontrado distintos estudios que muestran una mayor vulnerabilidad genética de-
pendiente de la cepa en este reflejo de sobresalto. De este modo, al comparar las ratas
Wistar con otras cepas, la primera parece mostrar mayor variabilidad en el PPI (Farid,
Martinez, Geyer, & Swerdlow, 2000; Hince & Martin-Iverson, 2005; Swerdlow et al.,

2000), dependiendo incluso de los proveedores comerciales.
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En la autoadministraciéon de comida cabia esperar diferencias significativas entre
los tratamientos ya que diferentes estudios muestran que el LPS es capaz de dismi-
nuir la motivacion hacia los reforzadores naturales como es la comida (Bret-Dibat,
Bluthe, Kent, Kelley, & Dantzer, 1995; Kent, Bret-Dibat, Kelley, & Dantzer, 1990).
Sin embargo, no observamos diferencias entre los tratamientos en ninguna de las
fases de la autoadministracion de comida (adquisicion, razoén fija 5, razén progresiva
y extincién). La diferencia principal entre este estudio y el resto de bibliografia al
respecto es que nosotros administramos LPS en la gestacion mientras que el resto
administran LPS en la etapa adulta ya sea mediante un tratamiento agudo o croénico.
Por este motivo, se considera que los efectos que median la falta de motivacion pro-
ducida por el LPS podrian diluirse con el tiempo.

A nuestro entender, este es el primer estudio para evaluar la accién reforzante de
una droga a través de un paradigma de autoadministracion intravenosa en el modelo
MIA para la esquizofrenia. Las causas potenciales de la mayor prevalencia de TUS
en la poblacién esquizofrénica siguen siendo un tema de debate y el uso de mode-
los animales es fundamental para proporcionar una respuesta clara a esta cuestion.
Sin embargo, no cabe ninguna duda que algunas de las alteraciones neurobiologicas
encontradas en la esquizofrenia son compartidas por el TUS, especialmente el sis-
tema mesolimbico dopaminérgico. Ia hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia
propone que los sintomas del trastorno son debidos a una hiperactivacion en las
proyecciones dopaminérgica del NAcc mientras que en las del CPf se presenta una
hipoactivacion (K. L. Davis, Kahn, Ko, & Davidson, 1991; Deutch, 1993; Goldstein
& Deutch, 1992). Ademas esta hiperactivaciéon dopaminérgica en el NAcc provoca
una desregulacion glutamatérgica cortical, lo que ha sido observado en las neuroa-
daptaciones que son inducidas por el abuso cronico de sustancias (Self & Nestler,
1998; White & Kalivas, 1998). La gran mayoria de los ouzput de las neuronas del NAcc
descienden por proyecciones GABAérgicas hasta el VP y otras estructuras talamo-
corticales que se encargan del pensamiento, la planificaciéon premotora, la motivacion
y el movimiento (C. R. Yang & Mogenson, 1985). De este modo, la hiperactivacion
dopaminérgica en el NAcc podria disminuir el flujo GABAérgico en dichas estructu-
ras, lo que traducirfa la motivacion en accion conductual (Lavin & Grace, 1994). Por
otro lado, las proyecciones glutamatérgicas del Hp al NAcc son capaces de modular
la liberacion de DA en esta estructura, ya sea mediante proyecciones subiculares del
Hp ala CPf o al VP, que a su vez proyectan a la VT'A (Legault, Rompre, & Wise,
2000; Todd & Grace, 1999). Por tanto, las alteraciones hipocampales encontradas en
los pacientes esquizofrénicos podria aumentar la eficacia del refuerzo a las drogas al
interferir sobre el control inhibitorio con un comportamiento compulsivo de bus-

queda de recompensas (R Andrew Chambers et al., 2001).
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Para comprobar si existe una vulnerabilidad en los pacientes esquizofrénicos al
abuso de drogas se ha utilizado un modelo que reproduce condiciones similares a la
esquizofrenia con una fuerte validez traslacional, como MIA, y el paradigma de auto-

administracion para emular el consumo humano de drogas en animales.

Los resultados en la autoadministracion de COC parecen mostrar la misma ten-
dencia que en el caso del PPI. Mientras que en el estudio 1 se obtuvieron diferencias
entre los tratamientos en la fase de adquisicion, mostrando una mayor tasa de res-
puesta en la palanca activa en los animales LPS, en el estudio 2 estas diferencias no

fueron replicadas bajo las mismas condiciones.

Aungque en el estudio 1 solamente se pudo realizar la estadistica en la fase de ad-
quisicion debido a la pérdida experimental en la fase de mantenimiento, la tendencia
en las fases revela que el grupo tratado prenatalmente con LPS consume mas COC
en comparacion con el grupo control. Sin embargo, en el estudio 2 esta tendencia se
invierte y durante las dos fases los animales LPS parecen consumir menos COC que

el grupo SAL.

Otros estudios que han utilizado el paradigma de la autoadministracion para estudiar
los efectos reforzantes de las drogas ponen de manifiesto que tanto la dosis como el pro-
tocolo que nosotros utilizamos son suficientes para generar estos efectos en distintas cepas
de ratas. Si bien es cierto que a lo largo de la bibliografia disponible se encuentran dife-
rencias entre los tratamientos dependiendo de la dosis, duracion de la sesion y cepa, todos
los animales parecen administrarse COC en una tasa suficiente para considerar los efectos
adictivos de la sustancia (Mandt, Copenhagen, Zahniser, & Allen, 2015; Wee, Specio, &
Koob, 2007). Asi pues, €l protocolo de MIA proporcionado por Borrell et al., 2002, que
fue utilizado en el primer capitulo de esta tesis, tampoco fue capaz de generar resultados
consistentes en la autoadministracion de COC,; al igual que ocurrié en el PPI. Por otro
lado, tampoco se han encontrado otros trabajos que hayan utilizado este protocolo de
MIA ya sea para estudiar el fenotipo esquizofrénico o la patologia dual. De hecho, en los
estudios posteriores realizados en este grupo de investigacion no se volvio a utilizar este
mismo protocolo y en su lugar se aumento la dosis de LPS hasta 2 mg/kg, administrando
la endotoxina diariamente (E Romero et al., 2010; Eva Romero et al., 2007).
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Capitulo II. Rattus Norvegicus Lewis

En este segundo capitulo decidimos cambiar el protocolo para inducir la activa-
cion maternal inmune debido a los resultados inconsistentes obtenidos en el capitulo
1, en concreto en la prueba de PPIL.

En cuanto al peso materno durante la administraciéon de LPS tampoco se obser-
varon diferencias con el nuevo protocolo. La explicacion de estos resultados podria
encaminarse a la expuesta anteriormente (ver capitulo 1) debido a que la adminis-
tracion de LPS se realizé durante toda la gestacion (en este caso el tratamiento fue
diario).

Como ya se ha comentado, el PPI es una prueba conductual muy relevante para
dictaminar el fenotipo esquizofrénico en los modelos animales de esquizofrenia. En
este segundo capitulo obtuvimos diferencias entre los tratamientos pero estos re-
sultados también fueron contradictorios. Mientras que en el parametro PP1120_16
los datos apoyan la bibliografia existente, de nuevo nos volvemos a encontrar el
fenémeno de la facilitacion por prepulso en el PPI120_8. Si nos remitimos a los tra-
bajos realizados por Romero et al., se puede observar como en estas investigaciones
llevadas a cabo con el mismo protocolo de MIA, se obtienen diferencias en el PPI
entre los tratamientos bajo diferentes condiciones e incluso en los dos sexos. En el
primer estudio, realizaron el PPI en el PD 150, edad similar a la que se utiliz6 en este
estudio, y con una intensidad del prepulso de 10 dB, obteniendo diferencias entre los
animales tratados con LPS prenatalmente y sus controles (Eva Romero et al., 2007).
Ademas, en un estudio posterior llevado a cabo con hembras y machos observaron
diferencias entre los tratamientos y sexos con 6 y 12 dB (por encima del ruido de
fondo) en el prepulso a partir del PD 70 hasta el PD 400 (se realizaron mediciones
en el PD: 28, 35, 70, 170 y 400), a excepcion de las hembras cuando fueron testadas
con la intensidad de 6 dB donde solo se obtuvieron diferencias en el PD 35 y PD 400
(E Romero et al., 2010)

Nuevamente nos encontramos con la dificultad de dar explicacion a estos resultados
ya que, como en el capitulo anterior hay bibliografia que avala resultados significativos
para el PPI utilizando tanto la misma dosis como el mismo tratamiento de LPS. En este
caso, se utilizé una cepa diferente a la Wistar ya que como se discutié con anterioridad esta
cepa muestra mayor variabilidad en el PPI. Aun asi, los resultados siguen mostrando cierta
inconsistencia en la prueba que determina el fenotipo esquizofrénico. Por tanto, como en
el capitulo anterior, estos resultados llevan a plantearnos un cambio en el modelo de MIA.
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El paradigma de autoadministraciéon de COC en este capitulo consistié en dis-
tintas fases. Aunque la dosis se mantuvo en 0.5 mg/kg, los dfas en la fase de adqui-
sicion se prolongaron hasta 24 para obtener una tasa de respuesta mas estable en
comparacion a la que se presentd en el capitulo anterior. También se realizé una
curva dosis-respuesta donde podriamos observar la dosis mas eficaz para lograr los
efectos reforzantes de la droga, una fase de razén progresiva en la cual se mediria la
motivacion que presentan estos animales para conseguir la droga, una etapa de extin-
cién que nos informa de la resistencia en el cese del consumo y por ultimo la recaida

inducida por claves.

Como en el capitulo anterior, cabia esperar que los animales con el fenotipo es-
quizofrénico mostrasen una mayor vulnerabilidad en la autoadministraciéon de COC
debido a las alteraciones en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico que estan
presenten en la esquizofrenia (ver discusion capitulo 1). Sin embargo, aunque los
animales adquirieron una tasa estable en el consumo no se observaron diferencias
en ninguna de las fases explicadas anteriormente. Por tanto, los animales tratados
con LPS en la etapa gestacional no presentaron mayor vulnerabilidad a la COC, ni
tampoco mostraron mayor motivacion por la droga o una persistencia a la busque-
da de la misma en la extinciéon. En este caso, tampoco se puede poner en duda si la
dosis fue adecuada ya que al realizar la curva dosis-respuesta tampoco se obtuvieron
diferencias entre los tratamientos. Sin embargo, un reciente articulo revela que exis-
ten ventanas de vulnerabilidad en la etapa gestacional que determinan la busqueda
de recompensas. En ese estudio se observa que los animales tratados prenatalmente
con LPS en el GD 12 muestran esta conducta alterada, mientras que los que fueron
administrados en el GD 16 no exhibieron dichas alteraciones (Straley et al., 2016).

Los dltimos experimentos realizados en este capitulo fueron encaminados al co-
nocimiento de posibles biomarcadores para el trastorno esquizofrénico. Debido a
cuestiones éticas y metodoldgicas, la mayoria de estudios clinicos orientados a estos
objetivos han realizado mediciones de citoquinas, hormonas y neurotransmisores en
sangre periférica. Aunque la bibliografia es amplia en estudios clinicos no se han en-
contrado demasiados estudios realizados en laboratorios con modelos animales para

dar respuesta a esta cuestion.

Muchos estudios clinicos han encontrado diferencias en los niveles de citoquinas
en pacientes esquizofrénicos y como estos niveles correlacionan tanto con el diagnoés-
tico del trastorno, la severidad de los sintomas o la respuesta al tratamiento (de Witte

et al., 2014; Freudenreich et al., 2010; Loffler et al., 2010; Swiergiel & Dunn, 1999).

Sin embargo, en nuestro estudio preferimos centrarnos en medir las variaciones en
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las distintas poblaciones de las células inmunes y los receptores dopaminérgicos, en
concreto D3 y D5, debido a la importancia que tiene esta via de neurotransmision
en la etiopatogenia de la esquizofrenia y la implicaciéon de estos receptores en los
estudios clinicos de biomarcadores realizados en pacientes esquizofrénicos (Buttare-
lli, Fanciulli, Pellicano, & Pontieri, 2011). Ademas, también se pretendié estudiar si
el sistema endocannabinoide podria actuar como un posible biomarcador para este
trastorno. En los tltimos tiempos cada vez existe mayor bibliografia que avala las re-
laciones existentes entre este sistema y la esquizofrenia, de hecho la activacion de este
sistema produce la liberacién de citoquinas circulantes y de distintos neurotransmiso-
res, entre ellos la DA (Foster et al., 2016; Kucerova, Tabiova, Drago, & Micale, 2014).

En esta tesis no se encontraron diferencias producidas por el LPS en cuanto al
numero en las diferentes poblaciones celulares (linfocitos, granulocitos y monocitos).
Sin embargo, estudios clinicos han mostrado cémo los niveles de la poblacion de
linfocitos T'y monocitos se encuentran aumentados en los pacientes esquizofrénicos,
crénicos y agudos, sin observar diferencia en los linfocitos B (Cazzullo et al., 1998;
Drexhage et al., 2011). Por tanto, cabe pensar que existe una sobreactivacion del sis-
tema inmune que es independiente de los estadios del trastorno. No obstante, queda
por clarificar si esta sobreactivacion es propia del trastorno esquizofrénico o puede
ser compartida por otros trastornos, ya que se han encontrado resultados similares
en pacientes con trastorno bipolar (Soutrlingas et al., 2003). Una posible explicacion
podria ser que nuestro modelo de MIA tiene una fuerte validez de apariencia, consi-
guiendo una sintomatologia especifica del trastorno. Sin embargo, hay otros estudios
que muestran que el tratamiento para el trastorno bipolar (litio) es capaz de revertir
los efectos inflamatorios producidos por el LPS mediante la implicaciéon del TLR4
(N. Li et al., 2016; Wieck et al., 2010).

En cuanto a los estudios clinicos que presentan resultados para los receptores
dopaminérgicos en las células inmunes parece haber mayor controversia. Varios estu-
dios muestran aumentos en el ARNm de los D3R en linfocitos en pacientes esquizo-
trénicos (Boneberg et al., 20006; Ilani et al., 2001), sin embargo otro de ellos, aparte de
encontrar estos niveles disminuidos, también encuentra estos resultados en pacientes
con trastorno bipolar (Vogel et al., 2004).

En nuestro estudio encontramos que los niveles de D3R se encontraron dis-
minuidos en los granulocitos en los animales LPS, sin encontrar ningin cambio en
los D5R. A este respecto cabe resaltar que los receptores dopaminérgicos no se dis-
tribuyen de la misma manera en todas las células inmunes. Asi parece que la mayor

expresion de estos receptores se encuentra en los linfocitos y ademas esta expresion
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es dependiente del subtipo de receptor dopaminérgico, siendo D3R y D5R los mas
estables en las diferentes poblaciones (McKenna et al., 2002; Santambrogio, Lipartiti,
Bruni, & Dal Toso, 1993). Sin embargo, en los pacientes esquizofrénicos, esta reduc-
cion en la expresion de los D3R se ha encontrado durante el sindrome paranoide y
alucinatorio en este trastorno (Vogel et al., 2004). Ademas, los niveles reducidos de
D3R estan relacionados con una disminucion de los niveles de BDNF y también
parecen mediar la sintesis de DA inducida por TNFa«, lo que podria explicar este
desequilibrio homeostatico de los subtipos de receptores dopaminérgicos donde los

D2R parecen tener una preponderancia funcional (Vogel, Busse, Freyberger, & Jo,
2000).

Por ultimo, en el receptor de CB2 encontramos una tendencia en aumento en los
linfocitos. Contradictoriamente, los estudios clinicos han revelado que los niveles de
expresion de este receptor estan disminuidos en las PBMC tanto en los primeros bro-
tes de los pacientes como en los crénicos (Bioque et al., 2013; Ferretjans et al., 2014).
Sin embargo, estos resultados Gnicamente aparecen en los pacientes que tuvieron
un consumo previo de cannabis o estaban en tratamiento. Por tanto, puede ser que
el tratamiento prenatal con LPS genere una subexpresion de estos receptores en los
linfocitos que es revertida con tratamiento, la cual podria estar mediando los efectos
inflamatorios de las citoquinas. De hecho un estudio ha revelado, que la inhibicion en
la degradacion de los endocannabinoides incrementa los niveles de TNFa inducidos
por el LPS (Roche, Kelly, Driscoll, & Finn, 2008). Aun asi, serfa interesante el desa-
rrollo de ensayos clinicos donde se mida este receptor en distintas células inmunes en

pacientes que no han sido expuestos a ningin tratamiento con antipsicoticos.

Pese a haber obtenido algunos resultados interesantes en este ultimo experimen-
to, estos datos deben tomarse con cautela debido a que como se podra recordar con
este modelo de MIA los resultados del PPI volvieron a mostrar ciertas contradiccio-

nes.

Por tanto, en el tercer capitulo se puso a prueba un nuevo modelo de activacion
prenatal inmune, en el cual se modificaron la mayorfa de los parametros y se afiadie-
ron otras pruebas conductuales que nos ayudasen a confirmar este fenotipo en las

crias administradas con LPS en la gestacion.
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Capitulo III. Rattus Norvegicus Sprague Dawley

En este ultimo capitulo el modelo que se utiliz6 para conseguir la activacion
maternal fue el descrito por Fortier et al., 2007. La elecciéon de este protocolo vino
determinada por ser uno de los mas validados en los modelos de MIA.

Con el fin de verificar la activaciéon inmunolégica y el estado sintomatico conco-
mitante inducido por la exposicion a LPS se midieron algunos indices tipicamente
afectados cuando se administré endotoxinas a ratas (GD 15 y GD 16). En primer
lugar, observamos la tipica falta de aumento de peso como consecuencia de la hipo-
fagia inducida por LPS en el GD 15. La hipofagia inducida por LPS parece comenzar
4 h después de la administracion y dura 24 h (Ribeiro et al., 2013; Rorato, Reis, de
Carvalho Borges, Antunes-Rodrigues, & Elias, 2012), al igual que la reduccién aso-
ciada en el aumento de peso corporal (Ribeiro et al., 2013). En nuestro estudio, este
efecto durdé 24 h, aunque también hubo una tendencia a persistir hasta 2 dias des-
pués de la ultima inyeccion de LPS. También se observé una respuesta hipotérmica
tipica en el GD 15 dos horas después de la administracion de LPS, que es la primera
respuesta del organismo a la endotoxina mientras que la fiebre parece desarrollarse
posteriormente (Tollner et al., 2000). Esta respuesta hipotérmica al LPS depende
de la temperatura ambiente (Derijk, Van Kampen, Van Rooijen, & Berkenbosch,
1994) y del TNFa circulante (Tollner et al., 2000). En consecuencia, se encontr6é un
aumento significativo en los niveles plasmaticos de esta citoquina en ratas prefiadas
después de la inyeccion de LPS, en concordancia con otros estudios ya comentados
(Ashdown et al., 2006; Urakubo et al., 2001). Sin embargo, no se detect6 este au-
mento del TNFa en el liquido amniético, mientras que otro estudio revela un rapido
aumento de TNFo detectado en este tejido 1 h después de la inyeccion de LPS a la
misma dosis detectada (Gayle et al., 2004). Las razones de esta discrepancia no son
claras ya que se us6 el mismo serotipo, dosis y via de administracion de la endotoxina,
y los kits de ELISA tenfan sensibilidad y variabilidad intra e interensayo similares. Es
interesante observar que una dosis de 0.5 mg/kg de LPS no produjo un aumento del
TNFa en el liquido amniético (Urakubo et al., 2001). Ademas, aunque se ha infor-
mado que el TNFa placentario aumenta después de la exposicion a LPS (Ashdown
et al., 2006; Gayle et al., 2004; Urakubo et al., 2001), este aumento no se replicé aqui.
Tampoco se encontré ningun aumento en el TNFa fetal por LLPS, lo que es coheren-
te con las investigaciones previas (Ashdown et al., 2006; Urakubo et al., 2001) y que
sugieren que las anomalfas del desarrollo inducidas por la exposicion prenatal a LPS
no se deben a los efectos directos de la citoquina en el cerebro fetal. Este hecho esta
de acuerdo con la falta de paso de LLPS a través de la barrera placentaria. Por lo tanto,
la endotoxina podria ejercer efectos indirectos (quizas a través de alteraciones en la
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funcioén placentaria: Ashdown et al., 2006) que finalmente resultarian en disfunciones
del cerebro fetal en el desarrollo. Cabe resaltar la necesidad que presenta la comuni-
dad cientifica en confirmar si estas alteraciones en las citoquinas persisten en la etapa
postnatal o incluso en la etapa adulta (Scola & Duong, 2017).

Dado que la inyeccién intraperitoneal de LPS en nuestro modelo provoca una
respuesta inflamatoria y sintomas fisicos tipicos de la activacion inmunitaria, investi-
gamos los efectos a largo plazo en la descendencia, buscando un posible dimorfismo
sexual en la memoria de trabajo, interaccion social, PPI y especialmente en la auto-
administracion de COC.

El deterioro cognitivo en la esquizofrenia es clave en la sintomatologia del tras-
torno (Elvevag & Goldberg, 2000), con los déficit de memoria de trabajo desempe-
flando un papel fundamental. Varios modelos de esquizofrenia en el neurodesarrollo,
incluyendo aquellos que usan MIA, han revelado déficits cognitivos especificos que
incluyen alteraciones en la memoria a corto plazo (Connor et al., 2012; Wischhof, Irt-
sack, Osorio, et al., 2015). En este capitulo utilizamos el laberinto en T para evaluar la
memoria de trabajo (intervalo entre ensayos: 3 min), mostrando que los animales ex-
puestos a LPS desempenan la tarea en el nivel de azar. Ademas, las hembras parecen
tener un desempefio peor que los machos cuando se exponen a LPS (50% y 62% de
los animales muestran alternancia en cada grupo, respectivamente). Otros estudios
han mostrado que los ratones expuestos prenatalmente a Poli I:C también presentan
una memoria de trabajo deteriorada en el laberinto de agua de Morris (intervalo en-
tre ensayos: 60s) (Meyer, Knuesel, Nyffeler, & Feldon, 2010). Estas deficiencias de
comportamiento pueden atribuirse a la disminucion de la plasticidad sinaptica del Hp
observada en ratas nacidas de las madres expuestas a LPS (Escobar et al., 2011) o a
la disminucién de la longitud y densidad de la columna dendritica del Hp evidentes

en estos animales (Baharnoori et al., 2009).

Los trastornos de ansiedad parecen ser muy frecuentes en los pacientes esqui-
zofrénicos, aunque esto no siempre es claro (Achim AM, Maziade M, Raymond E,
Olivier D, Mérette C, 2011). En los modelos de MIA, las ratas (Lin & Wang, 2014) y
los ratones (Babri, Doosti, & Salari, 2014; Depino, 2015) expuestos a LPS mostraron
un comportamiento aumentado de ansiedad en el gper field, aunque estos resultados
pueden estar influenciados por la edad y el sexo (H. Wang et al., 2010) y, por lo tanto,
algunos factores criticos pueden determinar el efecto de la ansiedad en esta prueba
en otros estudios (Foley, Macfabe, Vaz, Ossenkopp, & Kavaliers, 2014; H. Wang et
al., 2010), tales como la edad de los animales en las pruebas, la dosis de LPS o las

especies utilizadas.
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En nuestro estudio los resultados del gper field muestran que las ratas hembras
(independientemente de su tratamiento prenatal) mostraron un comportamiento mas
ansioso en el gpen field (menos tiempo en el area central) que las ratas macho. Existe un
acuerdo general en la literatura de que los roedores machos tienden a mostrar mayor
ansiedad que sus homoélogos femeninos en varias pruebas de comportamiento (para
una revision reciente ver Kokras & Dalla, 2014), incluyendo el gpez field. Sin embargo,
esta prueba no refleja la diferencia sexual real que se observa tipicamente en los seres
humanos, donde las mujeres muestran mas problemas relacionados con la ansiedad
que los hombres. Por otra parte, es una prueba que también esta fuertemente influen-
ciado por las diferencias en la actividad locomotora, que se potencia en los ratones
hembra, pero no en los machos expuestos al LPS (H. Wang et al., 2010), y que podtria
haber contribuido al efecto general del sexo que se presenta en esta tesis. Ademas,
las ratas hembra en diestro son mas ansiosas que las hembras en otras fases del ciclo
estral o los machos (Dominguez, Cruz-Morales, Carvalho, Xavier, & Brandao, 2003;
Marcondes, Miguel, Melo, & Spadari-Bratfisch, 2001). Aunque no pudimos controlar
el ciclo estral de nuestras ratas (realizar un frotis vaginal después de la prueba del gpen
Jield podria haber confundido los resultados de la prueba de interaccion social que se
llevaria a cabo mas adelante), algunas, si no la mayoria, de las ratas hembra podrian
haber estado en diestro en el momento del test, contribuyendo al efecto principal del
SEX0 que encontramos.

La esquizofrenia suele asociarse con déficit en las interacciones sociales, cons-
tituyendo el nucleo del grupo de sintomas negativos. Nuestros resultados no re-
velaron alteracion alguna producida por administraciéon de LPS en ninguno de los
indices examinados, replicando los resultados de un reciente estudio donde se uso la
misma dosis que la empleada aqui (Batinic et al., 20106). Sin embargo, parece existir
una mayor interaccion social de los descendientes adultos cuando se usé LPS como
inmunoégeno durante la gestacion (Harvey & Boksa, 2014; Hava et al., 20006), aunque
con una dosis mas débil que la utilizada en nuestro estudio (50 pg/kg frente a la dosis
moderada de 100 pg/kg). Ademas, esta interaccién social mejorada se observé en ra-
tones y no en ratas, tratando a los animales en GD 17. No obstante, cabe resaltar que
existen algunas diferencias en los comportamientos que se incluyen en la categoria
de “interaccién social” entre estos estudios. Aunque sutiles, estas diferencias podrian
ayudar a explicar los distintos resultados obtenidos. Por otro lado, otros estudios han
mostrado que la exposicion prenatal a Poli I:C disminuy6 las interacciones sociales
en los animales adolescentes, aunque fueron normalizadas en la edad adulta (Aavani,
Rana, Hawkes, & Pittman, 2015; Hsiao et al., 2013). Por lo tanto, los efectos de MIA
en la conducta social parecen ser dependientes de la dosis especifica, la especie pro-

bada y la edad en la que se analiza el comportamiento.
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Como ya se ha comentado en los anteriores capitulos, existe un amplio consen-
so en la literatura de que el PPI se altera en los modelos de MIA de la esquizofrenia
(Boksa, 2010; M. E. Fortier et al., 2007; Ozawa et al., 2006; Wischhof, Irrsack, Osorio,
etal., 2015). Nuestros resultados también presentan una interrupcion similar en ratas
macho y hembra, pero sélo cuando se utilizé un intervalo de 120 ms entre el prepul-
so y el pulso, y con un prepulso 12 dB por encima del ruido de fondo. Utilizando el
intervalo mas largo de 120 ms hace que sea mas dificil detectar el prepulso y, por lo
tanto, hemos aumentado la carga cognitiva en los animales para revelar algunos défi-
cits que de otro modo podria haber permanecido oculto, adoptando este enfoque de
un estudio anterior al nuestro que produjo resultados similares (Wischhof, Irrsack,
Osorio, et al., 2015). Este deterioro de PPI en ratas macho y hembra expuestas pre-
natalmente a LPS proporciona pruebas adicionales en favor de una sintomatologia
esquizofrénica inducidos por la MIA. A nuestro entender, este es el primer estudio
en el que se observa una habituacion de la respuesta de sobresalto en las hembras
expuestas a LPS. Curiosamente, este efecto estuvo presente solo en la primera serie
de experimentos, quizas debido al gran tamafio de muestra utilizado o al tipo de
ensayo de reciente introduccion utilizado en la segunda serie de experimentos. La
habituaciéon es una forma simple de aprendizaje y algunas evidencias sugieren que
esta interrumpida en la esquizofrenia (Meincke, Light, Geyer, Braff, & Gouzoulis-
Maytrank, 2004), aunque encontramos una tendencia opuesta por la cual aparente-
mente la habituaciéon aumenté en las hembras administradas con LPS. Las razones
de esta discrepancia no estan claras y necesitan ser exploradas mas a fondo, aunque
debe tenerse en cuenta que no siempre existe una correspondencia directa entre los
sintomas en los pacientes con esquizofrenia y los obtenidos en modelos animales.
También hemos encontrado consistentemente que las ratas macho exhiben un refle-
jo de sobresalto mas fuerte que las hembras, como se ha informado previamente en
otros estudios (Lehmann, Pryce, & Feldon, 1999; Reilly, Koirala, & Devaud, 2009).

Dentro de la poblaciéon esquizofrénica se ha observado un mayor nivel de im-
pulsividad que en la poblacién no enferma (Hoptman, 2015; Wing, Rabin, Wass, &
George, 2013). De hecho, existe evidencia clinica que correlaciona los niveles altos de
impulsividad con mayores tasas de agresividad y suicidio en estos pacientes (Iancu et
al., 2010), ademas esta caracteristica de personalidad también se ha visto muy impli-
cada en el abuso de sustancias (Grant & Chamberlain, 2014; Pattij & De Vries, 2013;
Shokrgozar et al., 2015). Sin embargo, en el estudio que llevamos a cabo en esta tesis
no encontramos diferencias en la elecciéon impulsiva medida en un paradigma de des-
cuento por demora, ni en machos ni en hembras que habian sido expuestos prenatal-
mente a LPS. Hasta la fecha este es el primer estudio que mide la impulsividad en un

modelo animal de esquizofrenia, no obstante hay un estudio que ha encontrado que
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niveles elevados de impulsividad en ratas no serfan predictivos de una alteracion en
el PPI (Feja, Lang, Deppermann, Yiksel, & Wischhof, 2015). Por tanto, en nuestro
estudio donde el PPI antecede a las pruebas de impulsividad nosotros podriamos
concluir de la misma manera que la impulsividad no es un sintoma clave dentro del
trastorno. Ademas hay evidencia que relaciona mayores tasas de impulsividad en
pacientes que muestran mayor sintomatologia negativa (Amr & Volpe, 2013), sin
embargo nuestro modelo de MIA fall6 en reproducir la sintomatologia negativa en la

prueba de interaccion social.

Por ultimo, no se encontraron evidencias de un aumento del consumo de COC o
los efectos reforzantes de la droga (como lo revelarian los cambios en la curva dosis-
respuesta) en animales expuestos a LPS, ni se observo persistencia en la busqueda de
droga durante la extincion. Estos resultados sugieren que, al menos en nuestro mo-
delo, el desarrollo de un estado esquizofrénico similar con anomalias documentadas
dopaminérgicas, serotoninérgicas y glutamatérgicas (Boksa, 2010; Wischhof, Irrsack,
Dietz, & Koch, 2015) no aumenta la vulnerabilidad de los individuos a las acciones
de reforzantes de la COC. Los futuros experimentos deben determinar si se pueden
variar ciertos parametros, tales como el momento de administracion de LPS, la dosis,
el calendario de refuerzo (por ejemplo, utilizando una relacion progresiva que refleje

mejor la motivacion para la droga y la potencia del reforzamiento).

Otros estudios que usaron Poli I:C se centraron en la COC o la AMP mediante
el CPP. En estos estudios, el MIA se relacioné con el aumento de la preferencia de
lugar condicionado por la AMP (Borcoi et al., 2015) y la COC (Labouesse, Langhans,
& Meyer, 2015), ademas de una mayor tasa de recaida a la AMP, sin un efecto sobre
la adquisicion, en el CPP (Richtand et al., 2012). Aunque interesante, el paradigma del
CPP evalua la relevancia de los procesos asociativos pavlovianos en el establecimien-
to de comportamientos relacionados con las drogas. Como tal, no es equivalente al
paradigma de autoadministracién que combina el condicionamiento pavloviano e
instrumental, representando un mejor modelo de consumo de drogas con compot-
tamientos de motivaciéon y busqueda. Sin embargo, un reciente estudio ha utilizado
el paradigma de la autoadministraciéon de nicotina en el modelo de MIA. En este
estudio se pone de manifiesto que los animales que fueron tratados con LPS pre-
natalmente muestran un discreto pero significativo aumento en la tasa de respuesta
para la autoadministraciéon de nicotina en la fase de adquisicion, pero no obtuvieron
ninguna diferencia debida al tratamiento ni en la curva dosis-respuesta ni en la razén
progresiva (Waterhouse, Brennan, & Ellenbroek, 2017).
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La cuestion de la comorbilidad también se ha abordado utilizando diferentes
medios para establecer el fenotipo esquizofrénico, a saber, el modelo de rata NVHL.
Estas ratas mostraron una tasa mas alta en las presiones de palanca asociadas con la
adquisicion de COC en el paradigma de la autoadministracion, asi como una extin-
cion retardada y una tasa mas alta de recaida (R Andrew Chambers & Self, 2002). Sin
embargo, hay importantes consideraciones metodologicas relacionadas con este es-
tudio que nos impiden establecer cualquier tipo de comparacién prudente con nues-
tros datos. En primer lugar, las ratas NVHL fueron pre-entrenadas para presionar
la palanca para los pellets de sacarosa y aunque los animales fueron sometidos a una
extincion de este comportamiento antes de comenzar el estudio de autoadministra-
cion de COC y la palanca activa estaba situada en la posicién opuesta a la utilizada en
el experimento de sacarosa, este aprendizaje previo podria haber facilitado los efec-
tos predisponentes de las ratas NVHL. En segundo lugar, utilizaron un programa de
dosis ascendente que administré 0.1 mg/kg durante una semana, 0.2 mg/kg durante
una segunda semana y después dos semanas adicionales a 0.4 mg/kg. Finalmente,
el efecto mas claro de la lesion neonatal en las presiones de palanca fue durante el
petriodo de tiempo de espera en la primera semana, mientras que este efecto no fue

claro durante las semanas siguientes.

En esta tesis se ha descrito la puesta a punto de un modelo de activacion inmune
prenatal fiable para estudiar la posible presencia de patologia dual como consecuencia
del sindrome esquizofrénico (y sus alteraciones neuroquimicas asociadas) en ausencia de
factores como la medicacion, la automedicacion o variables socioeconémicas propias de
los estudios en seres humanos. Nuestros resultados no sugieren que la causa primaria del
mayor consumo de drogas en los pacientes esquizofrénicos sea el trastorno esquizofré-
nico en si y por tanto serfan otras variables como la medicacion, el deseo de compensar
los efectos secundarios de la medicacién antipsicotica (automedicacion) o una posible
vulnerabilidad genética compartida, las que expliquen los fenémenos de patologia dual
en el contexto de los trastornos del espectro esquizofrénico. Se abren a partir de ahora
nuevas posibilidades de investigacion utilizando modelos mas completos de trastornos
esquizofrénicos que combinen la vulnerabilidad inducida por MIA junto con otros fac-
tores desencadenantes como el estrés en la adolescencia. Quizas en estos modelos mas
completos se recapitulen de manera mas acertada las diferentes dimensiones sintomaticas

de la esquizofrenia incluyendo un mayor consumo de drogas y la adiccion a las mismas.
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1. Usando el modelo de activaciéon inmunoldgica propuesto por Borrel et al.,
2002 obtuvimos resultados inconsistentes en la prueba de inhibicién prepulso y la
autoadministracion de cocaina (Capitulos 1y 2).

2. Con este mismo modelo, pero adoptando un nuevo criterio temporal para la
prueba de inhibicién prepulso, no observamos ninguna diferencia significativa entre

los grupos estudiados.

3. El segundo modelo de activacién maternal inmunolégica usado en esta tesis
y descrita por Romero et al., 2007, junto con un cambio de la cepa, resulté en una
disminucion en la inhicién preulso en el grupo LPS.

4. Considerando los resultados obtenidos en los experimentos de citometria de
flujo, nosotros sugerimos que el estudio de los biomarcadores en esquizofrenia po-
dria focalizarse sobre los cambios encontrados en los receptores D3 en granulocitos

y sobre los CB2 en linfocitos.

5. Cuando nosotros adoptamos el modelo sugerido por Romero et al., 2007 no
encontramos mayor vulnerabilidad a los efectos reforzantes de la cocaina en las crias

que fueron expuestas a LPS en la etapa prenatal.

0. El tercer modelo de activacion maternal inmune utilizado en esta tesis y des-
crito por el grupo de Boksa (Fortier et al., 2007) fue un enfoque exitoso para obtener

el fenotipo esquizofrénico en las cras de LPS.

7. Utilizando este modelo, hubo una respuesta inmunoloégica de las ratas ges-
tantes cuando se desafiaron con LLPS, como se revela con el aumento en los niveles
plasmaticos de TNFa y la disminucion en el peso corporal.

8. La administraciéon de LPS en la etapa prenatal no parece estar asociada con la

sintomatologia negativa de la esquizofrenia.

9. Sin embargo, este modelo fue capaz de simular la sintomatologia cognitiva y
positiva de la esquizofrenia (alteraciones en la memoria de trabajo y en los procesos

atencionales).

10. El comportamiento impulsivo no fue alterado por la administracion materna

de LPS.

11. Finalmente, los animales con un fenotipo esquizofrénico (obtenido con este
tercer modelo) no mostraron mayor vulnerabilidad a los efectos reforzadores de la

cocaina.
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1. Using the maternal immune activation model described by Borrell et al., 2002
we obtained inconsistentt results in both the prepulse inhibition test and cocaine
self-administration (Chapters 1 and 2).

2. Using this same model but adopting a new temporal criterion for the prepulse
inhibition test (PD120) we did not observe any significant difference between the
groups studied.

3. The second model of maternal immune activation used in this thesis and des-
cribed by Romero et al., 2007, together with the strain change, resulted in a decrease
in prepulse inhibition in LPS offspring.

4. In considering the results obtained in our flow cytometry experiments, we
suggest that the study of biomarkers in schizophrenia may focus on D3 receptors
found on granulocytes and CB2 on lymphocytes.

5. When we adopted the model suggested by Romero et al., 2007, the offspring
exposed to LPS in the prenatal stage did not show greater vulnerability to the rein-
forcing effects of cocaine.

0. The third model of maternal immune activation used in this thesis described
by the group of Boksa (Fortier et al., 2007) was a successful approach to obtaining
the schizophrenic phenotype in the LPS offspring.

7. Using this model, there was a prominent immunological response of the preg-
nant rats when challenged with LPS, as revealed by the increase in plasma TNF«
levels and the decrease in body weight.

8. Administration of LPS in the prenatal stage does not appear to be associated
with the negative symptomatology that occurs in schizophrenia.

9. However, this model was able to simulate the cognitive and positive symp-
tomatology of schizophrenia (alterations in working memory and attentional pro-
cesses).

10. Impulsive behavior was not altered by maternal LLPS administration.

11. Finally, animals with a schizophrenic phenotype (obtained with this third

model) showed no greater vulnerability to the reinforcing effects of cocaine.
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