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RESUMEN

La esquizofrenia es un desorden mental que afecta a aproximadamente el 1% de Ia
poblacién mundial, constituyendo un sindrome complejo del neurodesarrollo, siendo
afectada por factores genéticos y ambientales, y caracterizada por una coleccién

heterogénea de sintomas.

Los sintomas de la esquizofrenia han sido clasificados en tres categorias: los positivos, que
son aquellos que se adicionan al comportamiento normal, como los delirios y las
alucinaciones; los negativos, aquellos gue se sustraen de la personalidad normal, como la
falta de motivacion y sociabilizacidn, y los sintomas cognitivos, que implican alteraciones en

los procesos de funciones ejecutivas y de memoria.

Para el diagnodstico de pacientes con esquizofrenia no existen aun hoy métodos de
diagndsticos confiables. El criterio de diagnéstico actual se basa en experiencias propias de
quien padece la enfermedad y de sus familiares, asi como observaciones del
comportamiento, fundamentalmente sintomas de psicosis. El tratamiento farmacolégico
por excelencia prescripto hoy en dia son los antipsicéticos, que se unen y bloquean al
receptor de dopamina D2 (DRD2), los cuales son principalmente efectivos para los sintomas
positivos, no existiendo un tratamiento eficaz para los sintomas negativos y cognitivos de
la enfermedad. Se han postulado varias hipotesis acerca del origen de esta devastadora

enfermedad. La hipotesis dopaminérgica plantea que la dopamina y mecanismos
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dopaminérgicos son centrales en la esquizofrenia, y en particular en la psicosis,
constituyendo una de las ideas mas perdurables de la psiquiatria. Su version mas moderna
propone un incremento de dopamina en el estriado, quien seria responsable de los
sintomas psicdticos, concomitantemente con una disminucién de los niveles de dopamina
en la corteza, como mediador potencial de los sintomas cognitivos de la enfermedad. La
hipotesis GABAérgica se fundamenta en el hecho de que estudios de cerebros postmortem
de humanos con esquizofrenia demostraron déficits en la corteza prefrontal (CPF),
observandose un numero reducido de sinapsis GABAérgicas en pacientes con esta
enfermedad, asi como también una reduccion en la expresion de la enzima GAD67, una de
las enzimas que sintetiza el neurotransmisor inhibitorio acido y-amino butirico (GABA). Por
otro lado, muchas lineas de investigacion han descripto que las interneuronas GABAérgicas
que expresan el neuropéptido parlvalbiimina (PV) son las que se encuentran principalmente
afectadas. La hipotesis glutamatérgica se postuld tras la observacién de que antagonistas
del receptor de N-Metil-D-Aspartato (NMDAR), como la feniciclidina (PCP) y la ketamina, las
cuales son utilizadas como drogas de abuso o recreativas, producen sintomas psicoticos y
alteraciones cognitivas reminiscentes a la esquizofrenia. Dicha hipotesis establece la
hipofuncion de los NMDAR, cuenta con gran sustento experimental, y fue convalidada a
través de varias lineas de modelos animales modificados genéticamente, con mutaciones
en genes que codifican para las subunidades proteicas del NMDAR, que exhibieron

fenotipos con caracteristicas reminiscentes a la esquizofrenia.

Se han relacionado a las disrupciones del sistema dopaminérgico con desordenes

psiquiatricos como la esquizofrenia, habiendo evidencia sustancial que sugiere que la
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psicosis estd asociada con la desregulacion de la funcion del sistema dopaminérgico
subcortical. Se postula que existe un sistema dopaminérgico hiper responsivo en
esquizofrenia, y esto es apoyado por el descubrimiento de que drogas que incrementan la
liberacion de dopamina o la transmisién dopaminérgica, como la anfetamina o L-DOPA,
exacerban la psicosis en pacientes con esquizofrenia o incluso generan sintomas similares
a esta enfermedad en individuos sanos. Evidencia creciente plantea la presencia de un
hipocampo hiperactivo, que conlleva a un incremento en el disparo ténico de neuronas
dopaminérgicas y a un estado hiper responsivo del mismo sistema DA. Mas aun, dada las
proyecciones del hipocampo ventral (vHip) hacia la CPF, la amigdala baso lateral (BLA) y
otras regiones involucradas en la cognicién y las emociones, es posible que esta
hiperactividad hipocampal también juegue un rol en los déficits cognitivos y negativos de la

esquizofrenia.

Constituye un desafio construir modelos animales que permitan estudiar enfermedades
psiquiatricas con etiologia alin desconocida como la esquizofrenia. En este trabajo, se
genero un modelo animal de raton en donde se deleciono selectivamente el DRD2 de las
interneuronas de PV (IPV), observandose caracteristicas reminiscentes a la esquizofrenia.
Esta linea mutante condicional exhibid alteraciones a nivel celular, molecular, fisioldgico y
de comportamiento, presentando fenotipos que son observados en pacientes con esta
enfermedad. Ademas, los experimentos farmacolégicos indicaron |la importancia del DRD2
en las IPV para la efectividad de algunos antipsicoticos de los cuales ain hoy en dia no se

conoce claramente su mecanismo de accion.
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Las causas que originan esta enfermedad son aln hoy desconocidas v,
desafortunadamente, no existen marcadores biolégicos confiables que permitan
predecirla. La linea de raton generado en el presente trabajo pretende constituirse en un
nuevo modelo animal para poder estudiar la esquizofrenia en un camino hacia comprender

su etiologia.
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Selective deletion of dopamine D2 receptor: Study of de
excitatory/inhibitory balance alterations in mice behavior

ABSTRACT

Schizophreniais a mental disorder that affects approximately 1% of world’s population, and
is considered a complex neurodevelopmental disorder affected by genetic and

environmental factors, and characterized by a heterogeneous collection of symptoms.

Schizophrenia symptoms have been classified in three main categories: the positive
symptoms, which are added to the normal behavior, such as hallucinations and delusions;
the negative symptoms, the ones that are subtracted from the normal behavior, such as
anhedonia and lack of sociability; and the cognitive symptoms, including altered memory

and executive functions deficits.

Still today, there are no reliable diagnostic methods available for the diagnosis of
schizophrenia. Diagnosis criteria is based on patients own experiences and from their
relatives, including behavioral observations, being psychosis the most relevant. The main
pharmacologic treatment prescription is the use of antipsychotic drugs, which are mostly
effective for the positive symptoms, with no effective treatment for cognitive and negative

symptoms. In general, antipsychotics bind to and block dopamine D2 receptors.

There are three main hypotheses about schizophrenia’s origin. The dopaminergic
hypothesis of this disease has been one of the most endurable ideas in psychiatry and
postulates an excessive dopaminergic neurotransmission to be at the root of the disease.

In its latest version, the dopaminergic hypothesis states a striatal hyperdopaminergia and
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cortical hypodopaminergia, as the mediator of the cognitive symptoms of schizophrenia.
The GABAergic hypothesis is based on the fact that postmortem studies from patients with
schizophrenia have demonstrated GABAergic deficits in prefrontal cortex (PFC), with a
reduced number of GABAergic synapses, and also a reduced expression of one of the
enzymes that synthesizes the y-amino butyric acid (GABA): GAD67. Moreover, many line of
evidences point to a particular subtype of GABAergic interneurons as the most affected, the
ones that express the protein parvalbumin. The glutamatergic hypothesis has been
postulated after the observation that N-Metil-D-Aspartate receptors (NMDAR) antagonists,
like phencyclidine (PCP) and ketamine, commonly used as abuse or recreative drugs,
produce psychotic symptoms and cognitive alterations reminiscent to those observed in
schizophrenia. This hypothesis establishes NMDAR hypofunction as the cause of
schizophrenia and is supported by several genetically modified animal models, including
mutations in genes that encode for NMDAR subunits, which exhibits phenotypes with

comparable characteristics observed in patients.

Dopaminergic system dysfunctions are intimately related with psychiatric disorders like
schizophrenia. A hyperresponsive dopaminergic system has been proposed, supported by
the discovery that there are drugs that increase dopamine release or dopamine
neurotransmission, as amphetamine or L-DOPA, exacerbating psychosis in patients with the
disease or even generating symptoms reminiscent to schizophrenia in healthy controls.
Increasing evidence suggests the presence of a hyperactive hippocampus, implying an
increase in dopaminergic neurons tonic fire. Moreover, as ventral hippocampal (vHip)

neurons projects to the PFC, the basolateral amygdala (BLA) and other regions that are
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involved in emotions and cognition, it is plausible that this hippocampal hyperactivity plays

an important role in cognitive and negative symptoms of the disease.

It is a major challenge to develop reliable animal models to study psychiatric diseases as
schizophrenia. In the present work, a conditional mutant mouse line was generated, where
dopamine D2 receptor was specifically deleted from parvalbumin interneurons. This
conditional mutant mouse line exhibited cellular, molecular, physiological and behavioral
defects reminiscent to schizophrenia. In addition, pharmacological experiments showed the

importance of DRD2 from PVI for the effectiveness of antipsychotic drugs.

The origin of this disease is still unknown and, unfortunately, there are no biological markers
that allow us to predict the onset of this devastating disease. The mouse line generated in

the present work may be a new animal model to study schizophrenia.
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AMPc: adenosina monofosfato ciclica
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Introduccion

Esquizofrenia

Hace mas de 100 afios se introdujo el término “esquizofrenia” para la descripcion y el
diagnostico de la demencia precoz (Bleuler 1988; Moskowitz and Heim 2011). Es un
desorden mental que afecta a aproximadamente el 1% de la poblacion mundial,
constituyendo un sindrome complejo del neurodesarrollo. Su incidencia no se encuentra
vinculada a un contexto socioecondmico y cultural (Sartorius et al. 1986), es afectada por
factores genéticos y ambientales, y es caracterizada por una coleccion heterogénea de
sintomas, dentro de los que se incluyen delirios, desorden del pensamiento, paranoias,
comportamiento social anormal y una falla en el entendimiento de la realidad (Insel 2010;
Liddle, Carpenter, and Crow 1994; Stefansson et al. 2002). Las causas que originan esta
enfermedad son aun hoy desconocidas (Cardno et al. 1999; Tsuang et al. 2001) v,
desafortunadamente, no existen marcadores biolégicos confiables que permitan predecir

al dia de hoy el inicio de esta enfermedad (Stefansson et al. 2002).

Sintomas

Los sintomas de la esquizofrenia han sido clasificados en tres categorias: los positivos, que
son aquellos que se adicionan al comportamiento normal, como los delirios y las
alucinaciones; los negativos, aquellos que se sustraen de la personalidad normal, como la
falta de motivacion y sociabilizacidn, y los sintomas cognitivos, que implican alteraciones en

los procesos de funciones ejecutivas y de memoria. El tratamiento farmacolégico por

16
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excelencia prescripto hoy en dia son los antipsicéticos (Tandon 2011), los cuales son
principalmente efectivos para los sintomas positivos, no existiendo un tratamiento eficaz
para los sintomas negativos y cognitivos de la enfermedad. Muchos pacientes gue incluso
responden al tratamiento vigente, fallan en adaptarse a la sociedad, no pudiendo llevar una
vida completa y normal (Stefansson et al. 2002).

Los primeros sintomas comienzan a ser evidentes en la adolescencia tardia o adultez
temprana. La psicosis es uno de los sintomas positivos y constituye la caracteristica clinica
mas notable de la esquizofrenia. Las alteraciones a nivel cognitivo son actualmente
reconocidas como el eje central de la disfuncidn de la enfermedad (Keefe 2007) y se postula
que se presentan afios previos al inicio de la psicosis; son progresivas y la magnitud de las
mismas es el mejor predictor a largo plazo de las consecuencias funcionales (Green 2006;
Reichenberg et al. 2010).

La base neuronal que subyace a esta disfuncion ha estado bajo intensa investigacion en los
ultimos anos (Lewis 2012), y se ha propuesto que la funcion cognitiva normal depende de
la actividad oscilatoria de la red neuronal (P Fries et al. 2001; Pascal Fries, Nikoli¢, and Singer
2007; Pesaran et al. 2002; Womelsdorf and Fries 2006), la cual puede descomponerse en
varias bandas de frecuencias que se activan ante diversas tareas cognitivas. Estudios
recientes en la neocorteza humana demostraron que bandas de frecuencias méas bajas,
como theta (5-8Hz), modulan la actividad de frecuencias mas altas, como gamma (30-70Hz)
(Jensen and Colgin 2007). La actividad oscilatoria esta relacionada con la activacion
funcional, en donde no sélo se mide la actividad de una neurona aislada, sino que se estudia

la sincronia de una poblacion neuronal o entre poblaciones neuronales de distintas regiones
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cerebrales mediante el potencial de campo local (PCL). Las oscilaciones neuronales pueden
ser descriptas como cambios ritmicos en la excitabilidad cortical, en donde la informacién
y el procesamiento de la misma son integrados a lo largo de escalas espaciales y temporales
vinculados a los ritmos oscilatorios (Canolty and Knight 2010).

Se ha prestado particular interés a la sincronizacion de la banda gamma vinculada a la
actividad de las interneuronas GABAérgicas de Parvalbumina (PV) (Cardin et al. 2009;
Klausberger and Somogyi 2008; Rotaru, Lewis, and Gonzalez-Burgos 2012), debido al rol que
tiene la frecuencia gamma en funciones cerebrales complejas, y debido a evidencia
convergente que sugiere que anormalidades en la actividad oscilatoria sincronizada podria

jugar un papel central en la esquizofrenia (P. J. Uhlhaas and Singer 2011).

El cerebro durante la adolescencia

La adolescencia, abarcando desde el inicio de |a pubertad (aproximadamente desde los 9 a
12 afios) hasta alrededor de los 20 afos de edad (Crone and Dahl 2012; Spear 2000),
constituye una etapa importante en los procesos finales de desarrollo del cerebro y en la
neuroplasticidad, la cual subyace al refinamiento en los dominios cognitivos, afectivos y
sociales (Lourenco and Casey 2013). Dicho periodo estd caracterizado por cambios
extensivos del comportamiento, hormonales y neuroquimicos (Anthony A. Grace 2016;
Spear 2000), mediados por alteraciones sustanciales en la maduracion de la estructura, la
qguimica y la funcidn cerebral, dadas por interacciones dindmicas entre los genes y factores

ambientales como el stress o el abuso de drogas.
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Durante este periodo, los axones y dendritas en la neocorteza generan abundante
arborizacion y establecen conexiones sinapticas (Benson, Colman, and Huntley 2001), para
asi poder establecer campos receptivos estables cuando los inputs sinapticos excitatorios e
inhibitorios se encuentran maduros, haciéndolos sensibles a los distintos estimulos del
ambiente (Carcea and Froemke 2013; Dorrn et al. 2010; Hensch and Stryker 2004). Resulta
importante destacar que este periodo coincide con un dramatico incremento en la
incidencia de varias enfermedades psiquidtricas (Lichenstein, Verstynen, and Forbes 2016;
Paus, Keshavan, and Giedd 2010), ocasionado por alteraciones en el desarrollo de
estructuras cerebrales que presentan procesos madurativos prolongados, en particular, la
corteza prefrontal (CPF) (D K Cass et al. 2014).

Las alteraciones en el circuito neuronal entre y dentro de distintas regiones cerebrales
podrian ser explicadas, al menos en parte, por deficiencias a nivel de las espinas dendriticas
de las neuronas piramidales (NPi), quienes constituyen el sitio de la mayor parte de las
conexiones sinapticas excitatorias. Se han identificado alteraciones en las espinas
dendriticas en miltiples regiones cerebrales de pacientes con esquizofrenia, pero han sido
mejor caracterizadas en la neocorteza. Se postula que este déficit inicia durante el
desarrollo y que genera alteraciones a nivel molecular que subyacen a la formacion,
retraccion o mantenimiento de las espinas dendriticas (Glausier and Lewis 2013). Se han
realizado previamente estudios que demostraron una reduccion de la densidad de espinas
dendriticas en la CPF de individuos con esquizofrenia (Konopaske et al. 2014).

Los mamiferos presentan la capacidad de adaptarse rapidamente a un entorno cambiante

debido a las funciones cognitivas sofisticadas, mediadas por la neocorteza (Markram et al.
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2004). La corteza cerebral ha evolucionado a redes neuronales complejas y esta formada
principalmente por dos tipos de neuronas: las neuronas piramidales y las interneuronas, las
cuales utilizan glutamato y el acido y-amino butirico (GABA) como neurotransmisores,
respectivamente. En la corteza del adulto, las NPi son excitatorias, mientras que las
interneuronas GABAérgicas son tipicamente inhibitorias (D. M. Gelman and Marin 2010).
Una cuestion fundamental, que aun continta sin resolverse completamente, es mediante
qué mecanismos los distintos tipos de neuronas excitatorias e inhibitorias son generadas a
partir de diferentes progenitores celulares y de qué manera se integran posteriormente en
los circuitos neuronales (Marin and Miller 2014). Las neuronas piramidales se originan de
progenitores en la region palial del cerebro en desarrollo y se especializan en transmitir la
informacion entre regiones corticales y a otras regiones del cerebro. Las interneuronas, se
originan de progenitores en el subpalio y deben migrar hacia su posicion final en la corteza
(Anderson et al. 1997; Marin and Miiller 2014), comprendiendo un grupo heterogéneo de
neuronas que contribuye a conjuntos locales en donde proveen inputs inhibitorios que
modulan las respuestas de las NPi (Ciceri et al. 2013; Kelsom and Lu 2013; Markram et al.
2004).

Interesantemente, la influencia de las interneuronas GABAérgicas sobre las NPi es
dependiente del tipo de sinapsis que estas generen, lo cual depende de la clase de
interneurona que se especializa en un blanco subcelular, yasea en una NPi (soma, segmento
inicial del axén o dendritas) u otras interneuronas, lo que provee a los circuitos corticales la

gran capacidad del procesamiento de la informacion (D. Gelman et al. 2011).
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Sistema GABAérgico

Lasinterneuronas GABAérgicas constituyen la tunica fuente de GABA y la principal fuente de
inhibicién en el sistema nervioso central (SNC) del mamifero. Constituyen entre un 10-25%
de la poblacion neuronal de la corteza, en donde juegan un rol crucial en orquestar la
actividad de las NPi (Le Magueresse and Monyer 2013). Las interneuronas GABAérgicas son
extremadamente diversas en morfologia y funcidn, por lo que se las puede clasificar en 4
grandes grupos: 1) De disparo rapido, contienen Parvalbimina (PV) y pueden ser
morfoldgicamente de tipo canasto o candelabro; 2) interneuronas que contienen el
neuropéptido Somatostatina (SST); 3) interneuronas de adaptacion rapida, con morfologia
bipolar, que frecuentemente expresan calretitina (Cr) y/o el péptido vasointestinal (VIP) y
4) interneuronas de adaptacion rapida, con morfologia multipolar, que frecuentemente
expresan el neuropéptido Y (NPY) o relina, pero no SST (D. M. Gelman and Marin 2010).

Una caracteristica importante del sistema GABAérgico es la duracion prolongada de su
desarrollo. La generacion de interneuronas se solapa en gran medida con la generacion de
neuronas excitatorias, pero como fue nombrado previamente, su sitio de origen difiere.

Hay evidencia que apunta a una disfuncion en el circuito GABAérgico como la base
potencial para el inicio de los sintomas cognitivos de la esquizofrenia (Hoftman and Lewis
2011; P. J. Uhlhaas and Singer 2011). Resulta importante determinar y entender la
trayectoria normal del desarrollo de los componentes GABAérgicos individuales durante la
adolescencia, debido al rol crucial que juegan las interneuronas GABAérgicas locales en la
maduracién del control cognitivo. Cualquier manipulacién que comprometa de manera

directa o indirecta a las interneuronas GABAérgicas, alteraria la adquisicion del control
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inhibitorio normal que ocurre en la CPF, necesario en el cerebro adulto (Daryn K. Cass et al.
2013; Thomases et al. 2014; Thomases, Cass, and Tseng 2013). De hecho, la maduracién
funcional del sistema GABAeérgico durante la adolescencia es lo que confiere las
propiedades adultas al circuito prefrontal a través de cambios en los niveles de excitacion e
inhibicién, resultando en un balance excitatorio/inhibitorio (E/!) finamente moldeado.

Se ha demostrado previamente que la expresién de PV es modificada mediante una
regulacion dependiente de la actividad (Philpot, Lim, and Brunjes 1997), sugiriendo que el
incremento de la sefial de PV observada durante el periodo periadolescente, podria estar
asociado a una transmision sindptica excitatoria incrementada (Caballero et al. 2014;

Caballero and Tseng 2016).

Balance E/I

Los circuitos neuronales son moldeados por la actividad durante periodos criticos, a lo largo
del desarrollo. Se postula que los circuitos corticales locales, excitatorios e inhihitorios,
tienden a alcanzar el balance optimo durante |la etapa de mayor plasticidad, la adolescencia
(Hensch and Stryker 2004). De éste modo, cualquier alteracion que se produce durante la
adolescencia, lleva a consecuencias comportamentales y fisioldgicas que persisten durante
la adultez (D K Cass et al. 2014; Daryn K. Cass et al. 2013; Thomases, Cass, and Tseng 2013).
El GABA es sintetizado por dos isoformas de |la descarboxilasa del acido glutamico (GAD),
GADG65 y GAD67, ambos presentes en las neuronas GABAérgicas, y su expresion es utilizada
como marcador de la correcta maduracion de la capacidad neuronal para producir y liberar

GABA (Le Magueresse and Monyer 2013). Los modelos animales con alteraciones en
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cualquiera de éstas dos isoformas, han demostrado disrupciones a nivel inhibitorio, sea por
una falla en la produccién o en la liberacién de GABA (Asada et al. 1996, 1997; Hensch and
Stryker 2004).

Para estudiar cambios en la excitacion se generaron alteraciones en la composicién de las
subunidades que conforman al receptor de glutamato N-Metil-D-Asparato (NMDAR). Este
receptor estd compuesto por una subunidad principal, NR1, y diferentes subunidades
modulatorias NR2, las cuales moldean las corrientes sinapticas en la corteza. A lo largo del
desarrollo se produce un cambio de la subunidad NR2B predominante durante la pubertad,
a NR2A, predominante en el cerebro adulto maduro (Caballero and Tseng 2016; Nase et al.
1999). Sin embargo, este cambio de subunidades no ocurre en la corteza prefrontal,
predominando la expresion de la subunidad NR2B.

Para un correcto balance E/I resulta importante el ajuste preciso de la inhibicion (Pouille
and Scanziani 2001), implicando fundamentalmente a las interneuronas de PV (IPV) como
controladoras del inicio del disparo, dado que la de tipo candelabro tiene como blanco el
segmento inicial del axén y como reguladoras de la propagacion de la sefal, ya que las de

tipo canasto se conectan al soma de las NPi (Hensch and Stryker 2004; Somogyi et al. 1998).

Hipotesis sobre el origen de la esquizofrenia

Hipodtesis Dopaminérgica

La hipatesis acerca de que |a dopamina y mecanismos dopaminérgicos son centrales en la

esquizofrenia, y en particular en la psicosis, ha sido una de las ideas mas perdurables de la
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psiquiatria. Fue originalmente postulada por van Rossum en los afios 1960s, en donde se
planted que una “sobre estimulacion de los receptores de dopamina podria ser parte de la
etiologia de la enfermedad” (Baumeister and Francis 2002). Surgio a raiz del
descubrimiento de los antipsicéticos, en donde se identific6 que estas drogas
incrementaban el metabolismo de la dopamina cuando fue administrada en animales
(Carlsson and Lindgvust 1963; Delay, Deniker, and Harl 1952). Estudios realizados con
anfetamina, un agonista dopaminérgico indirecto, que puede inducir sintomas psicoticos,
ha provisto evidencias importantes que apoyaron a la hipotesis dopaminérgica de la
esquizofrenia (Lieberman, Kane, and Alvir 1987). No fue hasta los afios 1970s en donde se
descifro que los antipsicéticos tienen efectividad clinica dada por su afinidad a los
receptores de dopamina (P Seeman et al. 1976; P Seeman and Lee 1975).

La hipdotesis dopaminérgica evoluciond a lo largo del tiempo y se la reconceptualizd,
basandose en evidencias empiricas a partir de observaciones en humanos, postulando
ahora la existencia de una hiperdopaminergia subcortical, con una hipodopaminergia
cortical (Davis et al. 1991).

La modificacion mas reciente de la hipdtesis propone un incremento de dopamina en el
estriado, asi como una disminucion de los niveles de dopamina en la corteza, como
mediador potencial de los sintomas cognitivos de la enfermedad (Yukiori Goto and Grace
2007). Esto fue corroborado por estudios de memoria realizados en pacientes con
esquizofrenia en donde no se observaron cambios en la actividad de la CPF ante la
realizacion de tareas cognitivas. También se encontré una reduccion del flujo cerebral de

esta region, en donde se observaron alterados los niveles del dcido homovanilico (HVA),
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uno de los metabolitos de la dopamina, en contraposicion de los controles en donde si se
observé incrementada la actividad de la CPF ante la estimulacion para realizar una tarea de
memoria (Weinberger, Berman, and lllowsky 1988; Weinberger, Berman, and Zec 1986). Se
presentaron también evidencias mas directas, mediante el estudio por tomografias de
emision de positrones (PET), que demostraron que la liberacion de dopamina inducida por
anfetamina, resultd ser mas alta en el estriado de pacientes con esquizofrenia, en
comparacion con individuos sanos (Slifstein et al. 2015). Asi mismo, mediante PET se
encontré una mayor disponibilidad de dopamina en las presinapsis estriatales asi como una
mayor liberacion de la misma, estudiada por tomografia computarizada de emision de
fotones simples (SPECT), corroborando una mayor transmision dopaminérgica (Howes et al.

2009).

Hipotesis GABAergica

La hipotesis GABAérgica se fundamenta en el hecho de que estudios de cerebros
postmortem de humanos con esquizofrenia demostraron déficits GABAérgicos en la CPF,
observandose un numero reducido de sinapsis inhibitorias en pacientes con esta
enfermedad (Hoftman and Lewis 2011), asi como también una reduccion en la expresion de
la enzima GAD67 (Hashimoto et al. 2003; Volk et al. 2000). Adicionalmente, muchas lineas
de evidencias han descripto que las IPV son las que se encuentran principalmente afectadas
(Curley and Lewis 2012; del Pino et al. 2013; Hoftman and Lewis 2011) y, apoyando a esta
teoria, se ha observado una reduccion en el nimero de interneuronas de PV y en la
expresion de PV, generando una disminucion en la funcionalidad de las mismas, lo que

resulta no sélo en un control inhibitorio reducido sobre la actividad de las NPi, sino también
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en una disfuncion de la actividad coordinada de las redes neuronales (Daniel J Lodge,
Behrens, and Grace 2009). De hecho, se ha demostrado la importancia de las IPV de disparo
rapido en la generacion de potenciales oscilatorios corticales e hipocampales, y estos
hechos se asocian a que se ha visto que ante la realizacion de una tarea, las oscilaciones
gamma en la CPF se encontraron alteradas en pacientes con esquizofrenia (Basar-Eroglu et
al. 2007; Freund and Katona 2007; Gonzalez-Burgos, Hashimoto, and Lewis 2010; Peter J

Uhlhaas et al. 2008; Whittington, Traub, and Jefferys 1995).

Hipotesis Glutamatérgica

La observacion de que antagonistas del receptor de N-metil-D-Aspartato (NMDAR), como
la feniciclidina (PCP) y la ketamina, producen sintomas psicoticos y alteraciones cognitivas
reminiscentes a la esquizofrenia, dio lugar a la hipotesis glutamatérgica (Nestler and Hyman
2010) que establece la hipofuncidn de los NMDAR como la causa de la enfermedad. Dicha
hipotesis es sustentada a través de varias lineas de modelos animales modificados
genéticamente, con mutaciones en genes que codifican para las subunidades proteicas del
NMDAR, que exhibieron fenotipos con caracteristicas reminiscentes a la esquizofrenia
(Belforte et al. 2010; Gainetdinov et al. 2001; Labrie, Lipina, and Roder 2008). Se postula
que las interneuronas GABAérgicas corticolimbicas podrian ser el blanco principal para la
funcion atenuada del NMDAR, lo que se vio apoyado por la administracion sistémica de
antagonistas de NMDAR, en donde se observé una hiperactividad de neuronas piramidales
corticales y una liberacion excesiva de glutamato (M. E. Jackson, Homayoun, and
Moghaddam 2004). Por otro lado, se observd que las IPV son mas sensibles a los

antagonistas de NMDAR que las neuronas piramidales, mas alld de que el mecanismo
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preciso mediante el cual sucede esto es alin incierto (Belforte et al. 2010; Grunze et al.
1996). Finalmente, la administracién repetitiva de antagonistas del NMDAR genera un
reduccion en la expresion de GAD67 y PV en interneuronas corticales GABAeérgicas (Cochran
et al. 2003; Morrow, Elsworth, and Roth 2007), uniendo asi la hipofuncion del NMDAR con

la disfuncion de neuronas GABAérgicas.

Sistema Dopaminérgico

El sistema dopaminérgico es lUnico entre los sistemas modulatorios del cerebro ya que
emite proyecciones discretas a determinadas zonas del cerebro involucradas en el
comportamiento motor, la cognicion y las emociones (Anthony A. Grace 2016). Es el tltimo
de los sistemas monoaminérgicos en establecerse durante la ontogenia (Lauder and Bloom
1974), lo que sugiere podria tener una importante funcién en la estabilizacion e integracion
de los circuitos cerebrales, y en donde su disrupcion podria alterar dichos circuitos de
diversas maneras.

Las neuronas dopaminérgicas se ubican principalmente en el mesencéfalo (Menegas et al.
2015a) y pueden ser clasificadas dependiendo de su ubicacién, hacia donde proyectany su
funcion (Anthony A. Grace 2016; Menegas et al. 2015b; Swanson n.d.), presentando
propiedades diversas.

Las disfunciones del sistema dopaminérgico han sido vinculadas con desordenes como la
esquizofrenia o el stress. Recientemente se ha postulado que la psicosis estd asociada con
la desregulacion de la funcién del sistema dopaminérgico subcortical mas que por

alteraciones del sistema dopaminérgico en si mismo (Y Goto, Otani, and Grace 2007). Mas
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auln, se postula que existe un sistema dopaminérgico hiper responsivo en esquizofrenia, y
esto estad apoyado por el descubrimiento de que drogas que incrementan la liberacién de
dopamina o la transmision dopaminérgica, como la anfetamina o L-DOPA, exacerban la
psicosis en pacientes con esquizofrenia o incluso generan sintomas reminiscentes a esta
enfermedad en individuos sanos, en los que se administré una dosis elevada o repetitiva.
De hecho, se han establecido modelos animales de dosis repetitivas de anfetamina para
estudiar la esquizofrenia, debido a los efectos en la estimulacion locomotora de los
animales y en la liberacion dopaminérgica (Angrist et al. 1974; R. Chen et al. 2007b;

Janowsky et al. 1973).

Neuroanatomia del sistema dopaminérgico

Las neuronas dopaminérgicas proyectan al cerebro anterior a través de 3 vias principales:

- Sistema Nigroestriatal: Compuesto por neuronas dopaminérgicas que estan

ubicadas en la sustancia nigra pars compacta (SNc), que proyectan al estriado dorsal
(Anden et al. 1964; Beédard et al. 1969). Este sistema estd principalmente
involucrado en el control motor (Hornykiewicz 1971; Lloyd and Hornykiewicz 1970).

- Sistema Mesolimbico: Compuesto por neuronas dopaminérgicas localizadas en el

drea tegmental ventral (VTA) que proyectan hacia el estriado ventral (EstV)
incluyendo el nicleo acumbens (NAc), el tubérculo olfatorio (TuO) y estructuras
limbicas como la amigdala baso lateral (BLA) y el hipocampo (Hip) (Brinley-Reed and
McDonald 1999; Fallon and Moore 1978a, 1978b; Scatton and Bartholini 1980;

Voorn et al. 1986). La liberaciéon de dopamina en la amigdala y el Hip se cree estd
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involucrado en el aprendizaje emocional (Bissiére, Humeau, and Lithi 2003;
Jellestad and Garcia Cabrera 1986; Rosenkranz and Grace 2002) y en la memoria a
largo plazo (Li et al. 2003; Lisman and Grace 2005), respectivamente. Este sistema,
modula la integracion de la informacion y de esta forma influencia al
comportamiento motor.

- Sistema mesocortical: Compuesto por neuronas dopaminérgicas localizadas en la

VTA que proyectan a la CPF (E. K. Miller and Cohen 2001; Ranganath and Jacob

2016), el cingulado anterior y la corteza entorinal (Fallon and Moore 1978a, 1978b;

Thierry et al. 1973).
La VTA es una estructura heterogénea que consiste en neuronas dopaminérgicas vy
neuronas GABAérgicas. Algunas de estas neuronas GABAérgicas son interneuronas,
mientras que otras son neuronas de proyeccién GABA que inervan tanto la CPF como el
EstV.
La corteza prefrontal es considerada como el centro de cognicion, en donde su participacion
en el control ejecutivo puede ser explicado en parte por la memoria de trabajo que implica
almacenamiento activo de la informacion y el procesamiento de la misma. Para llevar a cabo
esto, los mecanismos neuronales en la CPF deben presentar interacciones dindmicas y
flexibles (Funahashi 2001; Fuster 1997; Goldman-Rakic 1995; Knight, Grabowecky, and
Scabini 1995; Shimamura 2000). La liberacién de dopamina en la CPF es esencial para su
funcién, como la memoria a corto plazo (Funahashi, Inoue, and Kubota 1993; Goldman-

Rakic 1995), la atencion (Gorenstein, Mammato, and Sandy 1989; Knight, Grabowecky, and

29



Tesis Doctoral Maria Eugenia Tomasella

Scabini 1995; Muir 1996) y la planificacién futura (Baker et al. 1996; Ingvar 1985; Owen et

al. 1990), entre otras.

Regulacion de la actividad de las neuronas dopaminérgicas

Las neuronas dopaminérgicas presentan estados de actividad Unicos. Son conocidas por
presentar dos tipos de patrones de disparo: ténico y fasico (A A Grace and Bunney 1984a,
1984b). La descarga ténica (espontanea) esta dirigida por una conductancia tipo
marcapasos en donde se produce una despolarizacion de la membrana lenta y espontanea,
que mantiene el estado de actividad basal (A A Grace and Bunney 19833, 1983b). Este tipo
de disparo determina la funcionalidad de las neuronas DA debido a que establece el nivel
de responsividad del sistema a estimulos fasicos (D. J. Lodge and Grace 2006). Por el
contrario, el estallido de disparos transientes, es desencadenado por estimulos externos,
especialmente aquellos asociados con recompensas inesperadas o sefiales sensoriales que
predicen recompensas (Schultz et al. 1993). Se ha propuesto que |la proporcion de neuronas
dopaminérgicas que se encuentran disparando de manera espontanea en la VTA, determina
el tono basal de responsividad del sistema dopaminérgico (Anthony A. Grace 2012). La
respuesta fasica rapida de las neuronas dopaminérgicas es caracterizada por el inicio de
disparos. Sin embargo, esta respuesta es posible solamente en neuronas que se encuentran
disparando espontaneamente. El inicio del disparo rapido en neuronas de la VTA es dirigido
por glutamato, proveniente del ntcleo tegmental pedunculopontino (PPTg) (Floresco and
Grace 2003; Hong and Hikosaka 2014; D. J. Lodge and Grace 2006), actuando sobre los

NMDAR (Chergui et al. 1993). Mediante la regulacién del nimero de neuronas que se
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encuentran disparando, el palido ventral (VPa) regula la ganancia de la respuesta fasica
permitiendo al sistema ajustarse dependiendo de las necesidades del organismo
especificamente en el contexto en donde se presentan estimulos (Anthony A. Grace 2012).
El nimero de neuronas que disparan es modulado entonces de manera opuesta por dos
regiones cerebrales. Se ha demostrado experimentalmente que la activacion del subiculo
del Hip incrementa la inhibicion GABAérgica estriatal-VPa, generando la liberacion de las
neuronas dopaminérgicas de la inhibicidn, y causando asi un incremento en la actividad
poblacional de esas neuronas (Floresco and Grace 2003; D. J. Lodge and Grace 2006). Por el
contrario, la BLA es conocida por activarse ante estimulos estresantes (Chang and Grace
2014), disminuyendo el disparo ténico de neuronas dopaminérgicas y atenuando asi la
responsividad del sistema a las emociones y las recompensas (Anthony A. Grace 2016).

En la figura 1 se ilustra el disparo ténico y fasico de las neuronas DA, en donde la liberacion
tonica de dopamina es dependiente de la cantidad de neuronas que se encuentran
disparando espontaneamente, mientras que la liberacion fasica de dopamina es estimulada

por el PPTg, el cual induce el estallido de disparos fasicos de neuronas dopaminérgicas.
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Este modo de liberacién es dependiente de |a cantidad | | | Este modo de liberacion es dependiente del estallido
de neuronas DA que se encuentran disparando del disparo fasico de neuronas DA

Adaptado de Grace A. 2016, Nature Neuroscience,

Figura 1 A) Liberacion ténica de dopamina. B) Liberacion fasica de dopamina. DAT: transportador de
dopamina; DA: dopamina; D2: receptores D2; PPTg: nucleo tegmental pedinculopontino.

Actividad celular de la dopamina

La dopamina es una catecolamina que actia como neuromodulador, ya que modula la
transmisién excitatoria e inhibitoria, afectando a la plasticidad sindptica inducida entre los
circuitos de las regiones cerebrales a donde proyectan. Debido a esto, se ha asociado al
sistema dopaminérgico con aspectos de las funciones cognitivas, involucrando el
aprendizaje y la memoria (Yukiori Goto and Grace 2007).

Las acciones de la dopamina son mediadas por 5 tipos de receptores (DRD) distintos, los
cuales son miembros de la superfamilia de receptores acoplados a la proteina G. Existen

dos grandes clases de DRD que median la accion de la dopamina: la familia tipo D1 y la
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familia tipo D2. Los receptores de tipo D1 presentan dos subclases D1 y D5 (DRD1, DRD5),
que activan la adenilato ciclasa generando un incremento de la concentracidn intracelular
de adenosina monofosfato ciclica (AMPc). La familia de tipo D2 esta compuesta por D2, D3
y D4 (DRD2, DRD3 y DRD4), que inhiben la formacion de AMPc mediante la inhibicion de la
enzima adenilato ciclasa (D. M. Jackson and Westlind-Danielsson 1994; Philip Seeman,
Guan, and Van Tol 1993). DRD1 y DRD2 son los subtipos mas abundantes en el SNC y se
expresan en distintos tipos neuronales (Jaber et al. 1996).

Resulta relevante destacar sobre la modulacion dopaminérgica de canales y receptores en
la CPF y el estriado, la facilitacién del influjo de calcio en las neuronas, mediada por DRD1,
através de interacciones con los canales de NMDA. En la CPF los DRD1 pueden incrementar
las corrientes de NMDA, potenciar la excitabilidad de las NPi, asi como también activar

interneuronas (Kuei Y Tseng and O’'Donnell 2004).

El sistema dopaminérgico y la esquizofrenia

Como fue mencionado anteriormente, se ha postulado que desbalances del sistema
dopaminérgico o la modulacion del mismo, subyacen a muchos desordenes psiquiatricos.
Sin embargo, el mecanismo mediante el cual se produce es aun incierto. Por ello, entender
el desarrollo y la maduracion del sistema dopaminérgico resulta esencial para una mayor
comprension de la etiologia y la patofisiologia de la esquizofrenia (Yukiori Goto and Grace
2007; Anthony A. Grace 2012; Lammel et al. 2008). Parte de las neuronas dopaminérgicas
que nacen en el mesencéfalo sufren posteriormente una muerte celular programada

(Jackson-Lewis et al. 2000). Durante la pubertad, se produce una marcada retraccion de
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inervaciones dopaminérgicas, la cual ocurre diferencialmente dependiendo de la region
cerebral que se trate. De hecho, se ha demostrado que la maduracién del sistema
dopaminérgico tiene significancia funcional con respecto a la facilitacion de las corrientes
de NMDA mediadas por DRD1 y la modulacién de la actividad interneuronal por DRD2 en la
CPF (Kuei Y Tseng and O'Donnell 2004). Estudios en roedores (M. E. Jackson, Frost, and
Moghaddam 2001), primates (Saunders et al, 1998) y en humanos (A. Meyer-Lindenberg et
al. 2002) han demostrado que existe una actividad atenuada de |la CPF en pacientes con
esquizofrenia y que esto se encuentra correlacionado con el incremento de la liberacion de
dopamina en el estriado. Debido a la interaccidon entre la CPF y el Hip, se ha propuesto que
una funcién atenuada de la CPF resulta en una actividad incrementa del Hip, lo que
ocasionaria un incremento en la liberacion de dopamina en el EstV (Yukiori Goto and Grace
2005; A. S. Meyer-Lindenberg et al. 2005). Se postula que en esquizofrenia existe una
alteracion en el Hip que conlleva a la disfuncion del sistema dopaminérgico (Anthony A.
Grace 2016). Se ha demostrado por medio de estudios del desarrollo que las interneuronas
son el tltimo componente en ser incorporado en el cerebro, y que las mismas migran a su
posicion final para estabilizar las redes excitatorias ya establecidas (Le Magueresse and
Monyer 2013). Las interneuronas son cruciales para la generacion de la actividad ritmica
entre los circuitos cerebrales (Pascal Fries, Nikoli¢, and Singer 2007; Traub et al. 2004), por
lo gue no resultaria sorprendente que la actividad ritmica y la coherencia a lo largo de las

regiones cerebrales se encuentren alteradas en condiciones patoldgicas.
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Hiperactividad hipocampal

Existe mucha evidencia que implica al Hip en la fisiopatologia de la esquizofrenia. Estudios
postmortem de cerebros humanos demuestran que el Hip tiene menor tamafio en
pacientes con esta enfermedad (Suddath et al. 1990). Mas aln, evidencias de estudios de
neuroimagen del hipocampo de pacientes con esquizofrenia demostraron que el
hipocampo ventral (vHip) es hiperactivo, con una actividad modificada durante el reposo,
asi como ante la realizacion de tareas cognitivas e incluso durante la aparicion de
alucinaciones (Heckers 2001; Silbersweig et al. 1995). Las IPV son necesarias para la
generacion de las oscilaciones gamma, las cuales también se han encontrado alteradas en
esquizofrenia (Benes et al. 2007; Lewis, Hashimoto, and Volk 2005). En conjunto, esta
informacion sugiere que, en los pacientes con esquizofrenia, una hiperactividad hipocampal
lleva a un incremento en el nimero de neuronas dopaminérgicas que se encuentran en
estado de disparo ténico y a un estado hiper responsivo del sistema dopaminérgico. Este
modelo es apoyado por estudios realizados en modelos animales de esquizofrenia en donde
se observo una disminucion en el numero de IPV asi como alteraciones en la ritmicidad del
rango gamma (D. J. Lodge and Grace 2007). Interesantemente, en estos modelos también
se observd una disminucion en el nimero de IPV en el vHip. Mas aun, el nimero de
neuronas dopaminérgicas que disparan espontaneamente es mas del doble en la VTA en
estos animales, lo que es consistente con la excesiva activacion del vHip (D. J. Lodge and
Grace 2007). El incremento en el nimero de disparos de neuronas dopaminérgicas que

exhiben disparo ténico es ademas consistente con el incremento de la captacion de
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fluorodopa en el estriado (Egerton et al. 2013), correspondiendo a un incremento en el
numero de neuronas dopaminérgicas que disparan.

Esta informacion sugiere que, ante un vHip hiperactivo, todos los estimulos resultarian en
una sefial dopaminérgica incrementada, impidiendo asi al organismo discriminar estimulos
relevantes y dejando de lado aquellos irrelevantes, lo que constituye una caracteristica
saliente de la psicosis. Mdas aun, dada las proyecciones del vHip hacia la CPF, la BLA y otras
regiones involucradas en la cognicién y las emociones (Herman and Mueller 2006; Sirota et
al. 2008), es posible que también juegue un rol en los déficits cognitivos y negativos de la

esquizofrenia.

Modelos Animales para el estudio de enfermedades psiquiatricas

Constituye un desafio generar modelos animales que permitan estudiar enfermedades del
cerebro. La creciente facilidad con la que se generan modelos en roedores e invertebrados
por manipulacién genética, no han obviado las dificultades que se presentan para modelar
desordenes que en general son unicamente humanos. Muchos de los sintomas que se
establecen en diagnésticos psiquiatricos en humanos, por ejemplo, las alucinaciones y
delirios, no pueden ser modelados en animales. Existen correlaciones acerca de la
motivacion, la memoria de trabajo y otros, en donde sdlo se generarian aproximaciones
para poder estudiar la enfermedad. Aun asi, desarrollar y estudiar modelos animales de
desordenes neuropsiquiatricos constituye la herramienta por excelencia utilizada hoy en
dia para el estudio de la neurobiologia y el comportamiento anormal (Nestler and Hyman

2010).
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Los modelos animales desarrollados para estudiar la esquizofrenia han utilizado enfoquesy
métodos farmacoldgicos (F.-J. Chen and Sara 2007), manipulaciones genéticas (Belforte et
al. 2010) o incluso lesiones (Du and Grace 2016), para recapitular los sintomas de esta
enfermedad.

Mas alld de los avances promisorios realizados en el campo, la relacion de la causalidad

entre las anormalidades neuronales y las 3 clases de sintomas permanece incierta.

Farmacologia de la esquizofrenia

Para el diagnédstico de un paciente con esquizofrenia no existen, ain hoy, métodos de
diagnosticos confiables (Fond et al. 2015). El criterio de diagnostico actual para desordenes
psiquiatricos se basa en experiencias propias del paciente y de sus familiares, asi como
observaciones del comportamiento, principalmente brotes psicoticos (Fond et al. 2015).

El manejo clinico de este devastador desorden esta basado en el uso de fiarmacos
antipsicéticos (Kapur and Mamo 2003), los cuales actian principalmente sobre el DRD2. Un
neuroléptico o antipsicotico es un farmaco que se utiliza por excelencia para el tratamiento
de la psicosis (Samara et al. 2014). Los antipsicoticos pueden ser clasificados en tipicos o de
1lra generacion vy, atipicos o de 2da generacidn. El primer fairmaco antipsicotico, la
clorpromazina, fue descubierto de manera accidental en los afios 1950s. Es un farmaco de
1ra generacion, capaz de producir cierta somnolencia, y de disminuir las reacciones ante
estimulos ambientales, sin ocasionar la pérdida total de la consciencia. Las prescripciones
de los antipsicoticos tipicos ha disminuido significativamente en los Gltimos afios, debido

principalmente al aumento paralelo del uso de antipsicéticos atipicos, que presentan menor
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riesgo de sintomas extrapiramidales, y son mas efectivos con los sintomas cognitivos y
negativos de la enfermedad. Sin embargo, el mecanismo de accién de los antipsicoticos,
hasta el momento, no ha sido del todo comprendido (Leucht et al. 2013). De acuerdo a la
hipdtesis dopaminérgica de la esquizofrenia, los sintomas positivos son el resultado de una
excesiva actividad de la via dopaminérgica mesolimbica. Esto esta basado en parte en la
observacion que la sustancias que producen un aumento de la disponibilidad
dopaminérgica (como la L-DOPA, la anfetamina, entre otros), pueden disparar sintomas
psicoticos en individuos que no padecen la enfermedad (Slifstein et al. 2015).

Los antipsicdticos atipicos constituyen un grupo heterogéneo de psicofarmacos no
relacionados entre si, excepto por el hecho de que su mecanismo de accién difiere de los
antipsicoticos tipicos. Muchos tienen la caracteristica comun de actuar sobre los receptores
de serotonina, ademas del DRD2. En general todos los antipsicdticos mejoran los sintomas
positivos de la enfermedad, no existiendo tratamientos efectivos para los sintomas
negativos y cognitivos. El tratamiento antipsicotico presenta generalmente efectos
secundarios, ademas de disminuir su eficacia a lo largo del tiempo de tratamiento y una
proporcion sustancial de pacientes responden poco o no responden a una gran variedad de
antipsicéticos (Kapur and Mamo 2003; Suzuki et al. 2011).

Es aceptado que los sintomas positivos de la esquizofrenia estan asociados con una
transmision hiperdopaminérgica, particularmente en la via dopaminérgica mesolimbica,
mientras que los sintomas negativos y cognitivos de la enfermedad son asociados a la via

dopaminérgica mesocortical (Lindenmayer et al. 2013).
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En este trabajo hemos utilizado los siguientes antipsicoticos: Risperidona y Aripiprazol.
También se analizd el efecto de un modulador del estado del animo: litio y, ademas, se
utilizo un agonista dopaminérgico para los experimentos de electrofisiologia: quinpirol. A
continuacion, se desarrolla una breve descripcién de cada una de ellas.

Risperidona: es un antipsicotico con antagonismo combinado del DRD2 y del receptor de
serotonina (5-HT2) (Kane 1996) y constituye una de las drogas mas utilizadas hoy en dia. El
tratamiento con risperidona presenta muchas ventajas clinicas dentro de las que se incluyen
menor incidencia de sintomas extrapiramidales, mayor mejora clinica, menor probabilidad
de recaida y efectos favorables en los sintomas cognitivos y negativos (Csernansky et al.
2002; Heck et al. 2000). Como ocurre con todos los antipsicoticos, existen respuestas
diferenciales de los distintos pacientes tanto en los efectos terapéuticos como en los
efectos adversos (Xing et al. 2007).

Aripiprazol: es un agente antipsicotico atipico que actla generando agonismo parcial sobre
los DRD2 y antagonismo sobre 5-HT1 y 5-HT2. Estudios clinicos de gran escala han
demostrado que el tratamiento con aripiprazol presenta mayor seguridad y un perfil de
tolerancia que presenta menor riesgo de padecer incremento de la concentracion de
prolactina en sangre, parkinsonismo, ganancia de peso, entre otros efectos adversos (D. D.
Miller et al. 2007). Se ha demostrado experimentalmente en ratones que, al ser
administrado como dosis Unica o mediante un tratamiento de dosis consecutivas por 7 dias,
luego de la aplicacién del psicotomimético PCP, el aripiprazol generé una mejora en la
memoria de reconocimiento (Nagai et al. 2009; Picada et al. 2011). Como desventaja para

el uso de este antipsicotico se presenta el incremento de las apariciones de acatisia, la cual
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seria un efecto adverso del uso de esta droga, generando un impedimento para mantenerse
quieto, acompafiado de una sensacion de intranquilidad a nivel corporal (Robinson et al.
2015).

Litio: es una droga que se utiliza para tratar desordenes del estado de animo, incluyendo
los episodios maniacos como la hiperactividad, agitacion y pensamientos recurrentes. Las
sales de litio se encuentran dentro de las drogas psiquiatricas mas efectivas, sin embargo,
la ventana terapéutica del tratamiento con litio en angosta y sus efectos secundarios
pueden ser muy severos. El mecanismo mediante el cual el litio ejerce su efecto no ha sido
aun completamente establecido, en donde varios blancos moleculares se han propuesto,
desde el descubrimiento de sus efectos ante episodios maniacos (Cade 1949; Schou et al.
1954), Dentro de los mismos, se ha demostrado que inhibe de manera directa al inositol
monofosfatasa (Berridge, Downes, and Hanley 1989) y a las subunidades a y B de la
glucégeno sintasa kinasa 3 (GSK3) (Klein and Melton 1996; Stambolic, Ruel, and Woodgett
1996).

Quinpirol: es un agonista selectivo del DRD2/DRD3. Se ha demostrado que produce una
respuesta sensibilizada en ratas mediante la exhibicién de hiperlocomocion, luego de la
exposicion repetitiva a esta droga psicoestimulante, utilizado como modelo para estudiar
la conducta compulsiva (Levant, Grigoriadis, and DeSouza 1992; Szechtman, Sulis, and Eilam
1998).

Ya son mas de 50 afios desde la primera vez que se introdujeron los antipsicdticos como
tratamiento para la esquizofrenia, y, mas alld del esfuerzo que se ha llevado a cabo durante

décadas de investigacion, poco progreso real se ha realizado para crear nuevas drogas v
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terapias no dopaminérgicas. El tratamiento exitoso del primer episodio de la psicosis es uno
de los factores que impactan en el prondstico a largo plazo, pero actualmente no existen
marcadores biologicos (biomarcadores) satisfactorios que permitan predecir que pacientes
con episodios declarados de psicosis responderan a que tratamiento (Fond et al. 2015). Los
desordenes neuropsiquiatricos como la esquizofrenia generan sufrimiento humano vy se
convierten en una cuestién socioecondmica de suma importancia para la sociedad
moderna. Aun hoy en dia se desconoce el origen de esta devastadora enfermedad,
constituyendo un desorden cronico muy inhabilitante.

A partir de todo lo expuesto anteriormente, en este trabajo se postula la generacion de un
nuevo modelo animal, basado en herramientas genéticas, para poder estudiar los distintos
sintomas de la enfermedad, abarcando ademas el tratamiento con farmacos que se utilizan
en pacientes hoy en dia en donde se buscan nuevos blancos para desarrollar nuevos

tratamientos para sobrellevar la esquizofrenia.
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HIPOTESIS
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Como el receptor de dopamina D2 es el blanco principal de los antipsicéticos que se utilizan
paratratar a los pacientesy, debido a que las interneuronas de Parvalbumina se encuentran
ampliamente vinculadas con la etiologia de la esquizofrenia, se postulo la siguiente

hipdtesis.

Hipotesis
El receptor de dopamina D2 en las interneuronas de parvalbumina es esencial para

mantener el correcto funcionamiento de la red neuronal y de regular el delicado balance

excitatorio/inhibitorio normal del cerebro.
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OBIJETIVOS
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Objetivo General

- Analizar si la eliminacion selectiva del receptor de dopamina D2 de interneuronas
de PV es relevante para el balance excitatorio/ inhibitorio, en el contexto de

enfermedades psiquiatricas.

Objetivos Especificos

- Estudiar los efectos provocados por la eliminacion selectiva del receptor D2 a nivel
celular, molecular, fisioldgico y comportamental y evaluar su viabilidad como un
potencial modelo de la esquizofrenia.

- Evaluar la posible utilidad de esta linea condicional para el diseno de terapias para

el tratamiento, diagnostico o prevencion de la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS
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Materiales y Métodos

Se generéo una linea mutante condicional de ratén para estudiar esta devastadora
enfermedad mediante la utilizacion de técnicas celulares, moleculares, electrofisiologicas y

de comportamiento.

En las préximas secciones se expondran detalladamente los procedimientos utilizados.

Generacion de la linea mutante condicional DRD2 y genotipificado

Ratones mutantes que presentan los sitios lox P flanqueando al exén 2 del receptor de
dopamina de tipo 2 (DRD2), donde se encuentra el sitio ATG de iniciacion de la transcripcion
(Bello et al. 2011), fueron cruzados con una linea recombinante homologa que lleva la
expresion de la recombinasa Cre, bajo el promotor de Parvalbimina (PV) en un fondo
C57/BL6 (Hippenmeyer et al. 2005). Se establecio una colonia mediante el apareo de
DRD2floxflox o py+/Cre:: DRD2MOAX que permitié obtener una progenie de ambos genotipos
en proporciones iguales. La Figura 2 es un esquema representativo de la generacion de la
linea mutante condicional. Se generé un apareo entre la linea transgénica que expresa Cre
bajo el promotor de PV y la linea recombinante homaéloga DRD2, del receptor de dopamina
D2 flanqueado por los sitios LoxP (tridngulos negros). Finalmente, el exon 2 fue delecionado

luego de la expresion de Cre. Sélo ratones machos fueron utilizados para este experimento.
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Linea PV-Cre % Promotor de PV — Cre %/

X

Lil"l ea DRD2 ﬂ . E2 . 5 E3 é
Recombinante 1
homodlogo DRD2 f p 5 E3 7

Figura 2. Eliminacion selectiva del DRD2 de las interneuronas de PV. Diagrama esquematico de las lineas que
se utilizaron para generar la escision del exon 2 del DRD2 en las interneuronas de PV. El locus DRD2 se
encuentra flanqueado por los sitios loxP (tridngulos negros), en donde el exén 2 del DRD2 con el coddn de
iniciacion ATG. LA recombinasa Cre se expresa bajo el promotor de PV.

Los animales fueron mantenidos en un ambiente controlado de temperatura, ciclo de luzy
humedad (20-22 °C, 12 h ciclo de luz/oscuridad) y, fueron agrupados de a 5 animales en
cajas individuales ventiladas, con alimento y agua a libre demanda (ad libitum). En los
registros electrofisiolégicos, para identificar a las interneuronas de PV, se utilizé una linea
reportera Tomato (tdT:ail4)® para generar PV*/Cre;:DRD2MofloxtdT y PV*/Ce::tdt. Para la
demostracion de la correcta expresion de PV, se utilizé una linea reportera RCE la cual es
activable por Cre (Sousa et al. 2009). Las lineas utilizadas fueron PV*/¢®::DRD2fo¥/flox:RCE y
PV*/Ce::RCE. EI ADN gendmico fue obtenido de biopsias de oreja de raton, y el material
purificado fue utilizado para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
identificar cada genotipo. La secuencia de los cebadores utilizados para genotipificar los
animales fueron: Para DRD2: sentido 5" GCTTCACAGTGTGCTGCC TA 3’ y antisentido 5’
CCATTGCTGCCT CTACCAAG 3’; para PV*/Cre: sentido 5' GCATAACCAGTGAAACAGCATTGCTG
3’y antisentido 5" AAAATTTGCCTGCATTACCG 3'; para tdT 5 CTCTGCTGCCTCCTGGCTTCT
3’, 5 CGAGGCGATCACAAGCAATA 3" y 5 TCAATGGGCGGGGGTCGTT 3’; para RCE 5’

AAACTTGCTCTGAGTTGTTAT 3, 5  CCAGGCGGGCCATTITACCGTAAG 3 y 5
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GGAGCGGGAGAAATGGATATG 3°. Los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con
los Principios de Cuidado de Animales de Laboratorio y en base a las guias aprobadas por el

Comité Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL).

Preparacion de las rodajas cerebrales

Ratones adultos de dias postnatal 60 (P60) fueron anestesiados con una solucion de
ketamina/xylazina (Ketamina 80-100mg/kg vy xylazina 2%, 10mg/kg, intraperitoneal (IP))
seguido por una perfusion transcardiaca con una solucion fria baja en sodio/antioxidantes
que contiene (en mM): sucrosa 200, KCI 2.5, NaHCO3 26, NaH;P04 1.25, glucosa 20, acido
ascoérbico 0.4, acido piruvico 2, 4cido kinurénico 1, ClaCa 1y MgS0s4, carboxigenado con
95% 02/5% CO;. Los animales fueron decapitados y los cerebros rapidamente removidos y
colocados en fluido cerebroespinal frio, con bajo Ca?*. Esta solucién contuvo lo siguiente
(en mM): 125 NacCl, 2.5 KCI, 3 MgS04, 0.1 CaCly, 1.25 NaH;P0Qs4, 0.44cido ascorbico, 3
mioinositol, 2 4dcido piruvico, 25 D-glucosa, y 25 NaHCOs saturado con 95% 02 y 5% COs.
Cortes sagitales de 300 um, de la corteza prefrontal y el hipocampo fueron obtenidos
utilizando un vibratomo (Vibratome 1000 Plus, Pelco, Ted Pella). Las rodajas fueron
cortadas secuencialmente y transferidas a una camara de incubacion conteniendo liquido
cerebroespinal (mM): 125 NacCl, 2.5 KCl, 2.3 NaH2POa4, 25 NaHCO;, 2 CaCly, 1.3 MgCly, 1.3
Na*-ascorbato, 3.1 Na*-piruvato, y 10 dextrosa (315 mOsm) a 37°C por 30 minutos. Luego
de la incubacidn, las rodajas fueron mantenidas a temperatura ambiente. El pH se mantuvo

en 7.4 mientras se carboxigeno con 95% 03/5% COa.
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Registras electrofisioldgicos

Las rodajas fueron transferidas a una camara de experimentaciéon. Durante los registros,
fueron continuamente perfundidas con liqguido cerebroespinal carboxigenado (95% 02 y 5%
C0;), y mantenido a temperatura ambiente (22—-25°C). Se montaron en un microscopio
Zeiss Axioscop. Los registros fueron realizados con pipetas para patch, de vidrio borosilicado
con paredes angostas (1B100F-4, World Precision Instruments). Los electrodos presentaron
las resistencias de 3.2— 4.2 MQ al ser llenados con la solucién interna. Las soluciones para
registros de voltaje fijo contuvieron los siguientes (en mM): 120 Cs- metanosulfonato, 20
CsCl, 10 HEPES, 10 Nax-phosphocreatina, 10 TEA-CI, 0.5 EGTA, 4 Mg-ATP, y 0.3 Li-GTP. El pH
fue ajustado a 7.2 con CsOH. Adicionamos We TTX (1 uM) y bicuculina (20 pM) para aislar
las corrientes post sindpticas excitatorias mini (mCPSEs). El metanosulfonato de cesio fue
reemplazado por K-gluconato en la solucidn intracelular para registros de corrientes fija.
Para registros de patch-clamp de célula entera en interneuronas, células que expresaron
py+/Ccre;:pRD2MOfox +dT y PV*/Cre::tdt fueron excitadas a 594nm. Las interneuronas fueron
identificadas utilizando un objetivo de inmersion 40X y una cadmara con aumento contraste
(Dage-MTI). Los siguientes parametros fueron rapidamente medidos en dichas
interneuronas: potencial de membrana en reposo, resistencia de membrana, capacitancia
de membrana, umbral de potencial para disparos y la frecuencia maxima de disparos.

Los registros de célula entera realizando el sello, fueron llevadas a cabo utilizando un
amplificador Axopatch 200A (Molecular Devices), un Digidata conversor 1322 A/D
(Molecular Devices), y pClamp 10.2 software (Molecular Devices). La informacién fue

muestreada a 50 kHz y filtrada a 4-6 kHz (low-pass Bessel filter).

50



Tesis Doctoral Maria Eugenia Tomasella

Las células piramidales en el area CA1 fueron registradas con un videomicroscopio DIC en
infrarrojo. Los registros de célula entera fueron realizados utilizando un microelectrodo (4-
8 MQ) rellenado con (mM): 130 CsOH, 130 D-acido glucdnico, 2 MgCl 2, 0.2 EGTA, 5Nacl, 10
HEPES, 4 ATP-tris, 0.3 GTP-tris, 10 fosfocreatina. Los registros de campo fueron realizados
con pipetas rellenas con 3M NaCl. Los resultados fueron obtenidos utilizando los
amplificadores Axopatch 200B y Multiclamp700B, digitalizados, y adquiridos a 20 KHz en
una computadora personal utilizando el software pClamp10. La capacitancia de membrana
y la resistencia del input fueron obtenidas por trazos de corrientes evocadas por pasos

hiperpolarizantes de 10 mV.

Calibracion de la fuerza del input para la activacion de células de la granulosa

La fuerza del input es proporcional al nimero de axones activados en los colaterales de
Schaffer. La pendiente del potencial de campo postsinaptico excitatorio (PCPE) incrementa
linealmente con el nimero de axones activados. Por lo cual, la fuerza del input fue
determinada como porcentaje de la pendiente del PCPE. Para este propdsito, un
microelectrodo de registro de campo fue colocado en el area CA1 de la capa de células
piramidales para determinar el PCPE y la poblacién de disparos (disparo explosivo) en
respuesta a la estimulacion de los colaterales de Schaffer (CS). Para comparar la fuerza del
input a lo largo de los distintos experimentos, la pendiente provocada del PCPE a cualquier
intensidad de estimulo dado, fue normalizada a la pendiente del PCPE que evocd la maxima
de disparos explosivos (100%). La fuerza del input se mantuvo <50% para todos los
experimentos. Un abordaje similar para la calibracion de la fuerza del input fue previamente

utilizado. Corrientes postsinapticas excitatorias (CPSE) e inhibitorias (CPSI) monosinapticas
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fueron evocadas y registradas luego de la estimulacién de los CS. Las CPSEs fueron aisladas
por voltaje constante en neuronas piramidales en el potencial de retorno de las corrientes
CPSls medidas para cada neurona individual (~-70 mV). En algunos casos, las CPSls fueron
registradas en el potencial de retorno de las CPSEs (0 mV). Las conductancias de las
sinapsis excitatorias e inhibitorias fueron tomadas como CPSE o CPSI divididas por la fuerza
mediante la cual las corrientes sinapticas fueron registradas. Los experimentos de
electrofisiologia en rodajas cerebrales fueron llevados a cabo por el Dr. Mariano DiGuilmiy
la Lic. Mora Ogando, en colaboracion con los laboratorios de la Dra. Belén Elgoyhen en el
Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular y la Dra. Antonia
Marin-Burgin del |Instituto de Investigacion en Biomedicina de Buenos Aires,

respectivamente.

Registros de potencial de campo (RPC)

Los ratones fueron anestesiados con uretano (1.8 g/kg, IP) y colocados de manera fija en un
marco estereotaxico. Se chequed |la dosis adecuada de anestesia por observacion de falta
de reflejos en las patas. La temperatura corporal fue medida utilizando una sonda rectal y
mantenida constante a 37 °C utilizando un tablero de control. El craneo fue sujeto a dos
craneotomias en las que fue perforado en las coordenadas de la corteza prefrontal (CPF) y
en el hipocampo dorsal (dHip) (CPF: AP = 1.7 mm, L= 0.3 mm, DV = 2 mm; dHip: AP =-2.1
mm, L=1.2 mm, DV = 1.5 mm; Bregma como referencia). Un tornillo de acero inoxidable
fue insertado en el hueso occipital como referencia, y un macroelectrodo de acero
inoxidable (superficie = 0.038 mm?) fue introducido en cada area para los RPC. Los

electrodos fueron pre-inmersos en una solucién Dil, para una posterior localizacion de los
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sitios de registro. Un registro (30 minutos de duracion) fue realizado por animal. Las sefiales
obtenidas fueron pre-amplificadas x10, y luego amplificadas x1000. La informacion fue
adquirida con aparatos de National Intruments a una frecuencia de muestreo de 30 KHz, y
submuestreado a 2.5 KHz. El espectro de poder y la coherencia fueron medidos con el
método de multi-taper (tiempo-ancho de banda producido = 3, nimero de reducciones =
5; paquete de Chronux, http://chronux.org/). Para estimar el acople de amplitud de fases,

el valor de fase asegurado (PLV, por sus siglas en inglés) fue tomado en cuenta como:

N
Z o —i(@r(m)— 1 ()

n=1

PLV—1
"N

Donde N es el nimero total de muestras para un registro dado, ¢ (n) es el angulo de fase
para la muestra n del sobre de la frecuencia de banda elevada (gamma, 30— 70 Hz), y ¢; es
el angulo de fase de la muestra n de la banda de frecuencia baja (alpha, 8 — 15 Hz). Para
obtener estos dos valores, primero se utilizé un filtro de fase cero en la sefial muestreada,
en orden para obtener bandas de alta y baja frecuencia. Para obtener ¢ primero
computamos la envolvente de las frecuencias de banda elevada como la amplitud de su
transformacion de Hilbert. Luego, computamos la transformacion de Hilbert una vez mas
sobre la envolvente y tomamos su angulo de fase como ¢,. Par obtener ¢, computamos
la transformacion de Hilbert de la frecuencia bajay tomamaos su angulo de fase. Los estudios
de potencial de campo fueron llevados a cabo por el Dr. Camilo Minini, en colaboracion con

el grupo del Dr. Silvano Zanutto.
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Inmunohistoquimica y analisis de imagen

Los ratones fueron perfundidos por via transcardiaca con paraformaldehido (PFA) 4% y el
cerebro fue removido y fijado en la misma solucion por 180 minutos a 4°C. El tejido fue
crioprotegido secuencialmente en una solucion de sacarosa 10%-20%-30% preparada en
buffer salino fosfato (PBS) y luego cortados secuencialmente en un criostato Shandon
Cryotome E (Thermo Scientific) en secciones cerebrales coronales de 40 um de grosor. Se
utilizaron los siguientes anticuerpos: a) monoclonal anti-Parvalbimina de ratén (1:2000,
Swant); b) policlonal anti Parvalbdimina (1:2000 Swant); c) anti GFP (1:2000, Aves); d)anti
Neu N (1:250, Cell Signalling), e) anti Somatostatina (1:250, Millipore), f) anti-calretinina
(1:3000, Swant) y, como anticuerpos secundarios: anti-ratéon AF-594 (1:400, Jackson IR),
anti-pollo AF-488 (1:400, Jackson IR), anti-rata AF 594 (1:400, Jackson IR), anti-conejo AF-
555 (1:400, Jackson IR). Las secciones marcadas tanto de los controles como de los ratones
mutantes fueron fotografiadas durante la misma sesion, utilizando un microscopio Olympus
BX41 con un objetivo 20X. Para el recuento celular, las imagenes fueron procesadas

utilizando el programa Image J, mediante |a utilizacion del programa “Contador celular”.

Hibridizacion in-situ

Los animales fueron perfundidos con PFA 4% y los cerebros fueron fijados toda la noche en
la misma solucion, crioprotegidos en sacarosa 30%, preparada en PBS libre de RNAsas,
embebido en Cryoplast (Biopack) y almacenado congelado a -80°C. Secciones de veinticinco
micréometros (25pum) fueron cortadas utilizando el criostato, colocadas en portaobjetos en
series, y fijados posteriormente en PFA 4% por 10 minutos. Luego, se realizaron 3 lavados

en PBST (PBS1X + Tween 0,1% 8Sigma)), y las secciones fueron tratadas con 10 pg/ml de
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proteinasa K (Roche) en PBST por 10 minutos, transferidas a PFA 4% por 5 minutos y luego,
brevemente enjuagadas en PBST. Seguidamente, las secciones fueron acetiladas por 10
minutos (1.3% Trietanolamina (Sigma), 0.25% Anhidrido acético (Merk), y 21 mM HC),
luego lavadas con PBT 3 veces de 5 minutos cada lavado y transferidas a la camara de
hibridizacion para la incubacién con la solucién de prehibridizacion (50% Formamida
(Milipore), 20% de Dextran Sulfato (Sigma), Imh/ml tRNA (Sigma), 1X de Solucion de
Denhardt’s (Sigma), SSC 5X (de una solucion stock de 20X que contenia 3M NaCl (Cicarelli),
0,3M Citrato de Sodio (Sigma), Tween 0,1%, EDTA 5mM (Sigma)) por 3 horas a temperatura
ambiente. La solucidon de prehibridizacion fue llevada a 85°C por 15 minutos y, sondas de
RNA marcadas con Digoxigenina (DIG) también fueron llevadas a 85°C, por 5 minutos. Las
sondas desnaturalizadas fueron luego adicionadas a la solucion de prehibridizacion
previamente calentada, en una concentracion final de 1ng/pl y mantenida a 85°C por otros
5 minutos. La solucion d prehibridizacion fue luego drenada de los portaobjetos y 250ul de
la solucion conteniendo la sonda fue agregada a cada portaobjeto, los cuales fueron
secuencialmente cubiertos con un cubreobjetos e incubados toda la noche a 62°C.Al dia
siguiente, los cubreobjetos fueron removidos gentilmente y los portaobjetos fueron lavados
con 50% de formamida, 1X SSC, 0,1% de Tween, 3 veces de 30 minutos cada uno, a 62°C.
Los portaobjetos fueron luego lavados en PBST (PBS + 0,1% Tritén (Merck)) por 10 minutos
e incubados por 2 horas con solucion de blogueo (1X PBS, 2mg/ml Suero Albumina Bovino
(BSA (Sigma)), 0,1% Triton, 10% Suero de Cabra (Natocor)) y seguidamente incubados toda
la noche con el anticuerpo anti-DIG (Roche), diluido 1:2000 en la solucién de bloqueo. Al

dia siguiente, los portaobjetos fueron lavados por 10 minutos en una solucidn que contenia
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100mM de Tris-HCIl pH 7,5, 150mM NaCl (Cicarelli) y 0,1% de tritén. Luego, los portaobjetos
fueron lavados en un buffer de fosfatasa alcalina (100mM Tris-HCI pH 9,5, 50mM 50mM
MgCl; (Cicarelli), 100mM NaCl (Cicarelli), 0,1% Tween 20) por 10 minutos e incubados en la
oscuridad a temperatura ambiente en una solucién de fosfatasa alcalina con nitroazul de
tetrazolio (NBT) y 5 bromo- 4 cloro- 3 fosfato inddlico (BCIP) (300 pl/ml NBT (Sigma): 175
pl/ml BCIP (Sigma))

Los portaobjetos fueron revisados periédicamente y la reaccion fue detenida en un buffer
de Tris-EDTA. Finalmente, los portaobjetos fueron dejados secandose toda la noche,

deshidratados y cubiertos con DPX medio de montaje (Sigma).

Transcripcion reversa, reaccion en cadenas de la polimerasa (RT-PCR)

La corteza prefrontal, el hipocampo ventral, el estriado y la corteza somatosensorial fueron
diseccionados en cada animal, en un ambiente libre de RNAsas, de animales controles y
mutantes condicionales y fueron lisados en trizol (Tripure, reactivo de extraccion fenol-
cloroformo, Roche). EIl ARN mensajero (ARNm) fue extraido y transcripto a ADN
complementario (ADNc) con el Kit “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche).
Los siguientes cebadores fueron utilizados para la RT-PCR: DRD2, sentido 5
CCACACTGGTTATGCCCTGG 3'; antisentido: 5 GGTTCAAGATGCTTGCTGTGC 3’; DRD1,
sentido: 5" GATGGCTCCTAACACTTCTACC 3'; antisentido: 5" GGCTGTGAGGA TGCGAAAG 3';
GAD67,  sentido: 5 CATGGCGGCTCGGTACAAAGTA 3; antisentido: 5
AACAGTCGTGCCTGCGGTTGC 3’; NR2A, sentido: 5° GCCTGAGAATGTGGACT TCC 3';
antisentido: 5° TTCTGTGACCAGTCCTGC 3’; NR2B, sentido: 5° GCATTTGCCA

CAATGAGAAGAA 3’; antisentido: 5° CACAGTCATAGAGCCCATCAA 3’; PV, sentido:
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5'CTGCCCGCTCAAGTTG 3’; antisentido: 5" TCTGCAGCAAAGGCTC 3°; Ciclofilina, como gen
de expresidon constitutiva, sentido: 5" TGGAGATGAATCTGTAGGACGA 3’; antisentido: 5

GAAGTCTCCACC CTGGATCA 3".

Analisis de proteinas por Western Blot

Los ratones fueron decapitados y seguidamente, se realizd la extraccion de la corteza
prefrontal de manera rapida. Se colocé el tejido de cada animal en diferentes tubos, con
buffer de lisis que contuvo (en mM): 50 Tris-HCI pH 7,5, 150 NaCl, 1% IGEPAL con una mezcla
de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Las muestras fueron desnaturalizadas y corridas
en un gel al 12% de poliacrilamida SDS-PAGE. Los geles fueron transferidos
electroforéticamente a una membrana de PVDF (dichas membranas fueron previamente
activadas durante 30 segundos en metanol). Las membranas fueron bloqueadas con 5% de
BSA en TBST 0,1% (50mM Tris Base pH 7,5, 150mM NaCl y 0,1% de Tween 20) por 1 hora e
incubado con los siguientes anticuerpos primarios, durante toda la noche a 4°C: anti-Serina
9-Gsk3p (1:1000, Cell Signalling (CS)), anti-Gsk3p total (1:1000, CS) o anti-a-tubulina
(1:4000, Milipore). Subsecuentemente, los complejos inmunes fueron revelados utilizando
los anticuerpos secundarios apropiados conjugados con peroxidasa (HRP, Jackson Immuno-
Research) junto con los reactivos de deteccion quimioluminiscente ECL (Thermo Scientific).
Los resultados fueron adquiridos por exposicion de las membranas en el Gbox (Syngene) y
las imagenes obtenidas fueron procesadas en formato 8 bit y cuantificadas en el programa

Image J.
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Inyeccién viral en corteza prefrontal y analisis de espinas dendriticas

Los ratones fueron anestesiados con una dosis intraperitoneal de ketamina (100mg/kg del
peso corporal) y xilacina (10mg/kg), y fueron colocados en un marco estereotaxico
(Stoelting CO). Una incision fue realizada a lo largo de la linea media para exponer el craneo.
El Bregma fue identificado y un orificio fue perforado en las coordenadas apropiadas. Una
jeringa Hamilton de 10.0ul acoplada a una aguja de acero inoxidable de 36G fue utilizada
para la inyeccion de 2l de suspension lentiviral (0,6 x 107 unidades de transduccion (UT)),
gue acarreo el cassette reportero GFP (de las siglas en inglés, proteina fluorescente verde),
bajo el control del promotor de ubiquitina, en ambos hemisferios en la corteza prelimbica
en las coordenadas (Paxinos et al., 2001): anterio-posterior: +2.5 mm, lateral: £ 0.5 mm,
dorso-ventral: -2.5 mm y -1.5 mm, medidos desde el Bregma. La tasa de inyeccion fue
0,2ul/min. Durante la cirugia y hasta la completa recuperacién de los animales, los mismos
fueron mantenidos a condiciones constantes de temperatura (30°C-37°C). Inmediatamente
luego de la cirugia, los ratones recibieron el analgésico aplonal (1mg/kg, subsutaneo (SC)).

Catorce (14) dias luego de la inyeccion lentiviral, los ratones fueron perfundidos con PFA
4% en PBS 1X. Los cerebros fueron estabilizados en pasajes sucesivos de 24hs en sacarosa
10%, 20% y 30%. Se realizaron cortes coronales de los cerebros utilizando el cridstato,
obteniendo secciones de 60um. Las secciones fueron montadas sobre portaobjetos
utilizando el medio de montaje DPX. Las fotografias fueron obtenidas con un microscopio
Olympus BX41 (objetivo 100X). Las imagenes fueron adquiridas con una resolucion de 4080

x 3072. Dos o tres dendritas secundarias (20-80um de distancia desde el soma) de cada
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neurona, fueron tomadas para el analisis de espinas dendriticas. El nimero de protrusiones

dendriticas fue contabilizado manualmente utilizando el software Image J.

Cromatografia liquida de alta resolucion

Ratones de ambos genotipos fueron desnucados, rapidamente decapitados y se realizo la
extraccion de las estructuras en estudio: corteza prefrontal, estriado e hipocampo. Cada
estructura fue pesada en fresco y rapidamente congelada en nitrégeno liquido. Se
almacenaron las estructuras a -80°C hasta el momento de su utilizacion. Las muestras
fueron homogeneizadas y desproteinizados individualmente con una solucién de Acido
perclérico (HCIO4) 0.2N y fueron centrifugadas a 13.000g durante siete minutos. El
sobrenadante fue inyectado en una columna NOVA-PAK C18 3.9x150mm (Waters, USA),
siendo la fase movil de PICB8 5.24m|, Sodio Dihidrogeno Fosfato Monohidrato NaH,PO4H,0
10.8 gramos, EDTA 0.99mM y 6% de metanol. Para la cromatografia se utilizo un equipo con
la bomba Shimadzu LC-10AS y un detector electroquimico (Bioanalytical Systems, USA). El
programa Peak Simple Chromatography Data System (Model 302 Dix Channel USB) fue
utilizado para analizar los picos de intensidad de voltaje. Se realizo la normalizacion de las
areas de los picos con respecto a una muestra control, para asi calcular la concentracion
enddgena de Dopamina, sus metabolitos DOPAC y HVA, serotonina y el metabolito 5-HIIA.
Los experimentos de HPLC fueron conducidos por la Lic. Fernanda defino del Instituto de

Investigaciones Farmacolégicas.
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Anilisis de comportamiento

Los experimentos de comportamiento fueron llevados a cabo durante la etapa oscura del
ciclo de luz/oscuridad entre las 6pm y las 11pm, y realizados sin conocimiento previo de los
genotipos de los animales, para evitar sesgos en el trabajo. Todos los estudios
comportamentales se realizaron utilizando el sistema de adquisicion de informacion
VirtualDub 1.4 auxiliay setup. El orden en el que se realizaron los estudios fue: campo
abierto (actividad locomotora), laberinto en cruz elevado (ansiedad), estudio del entierro
de bolitas (ansiedad), laberinto en forma de “Y” (memoria espacial), examen de
reconocimiento del objeto novedoso (NOR, memoria a corto plazo) y el exdmen del nido
(motivacion).

Actividad locomotora: La actividad locomotora espontdnea en el campo abierto fue medida

utilizando el Sistema de Rastreo por Video Any-Maze (Stoelting CO). La distancia total
recorrida fue analizada. Para experimentos realizados con droga, los ratones fueron
inyectados previamente con el vehiculo (solucion fisiologica) o droga (10ml/kg del peso del
animal, IP), y colocados dentro del campo abierto. Fueron monitoreados por 30 a 60
minutos dependiendo de cada caso. La concentracion de las drogas utilizadas fueron las
siguientes: MK-801 0,2mg/kg Sigma, USA); Aripiprazol 0,6mg/kg (Maprimed, Argentina);
Risperidona 0,025mg/kg (Maprimed, Argentina); Anfetamina 5mg/kg (Sigma, USA).

Para el examen del Stress, los animales fueron separados en dos grupos: controles y
estresados, obteniendo asi un total de cuatro grupos, dos para cada genotipo. Los animales
controles fueron transferidos al campo abierto para la medicién de la locomocion total y el

nimero de eventos de aseo. Los animales del grupo estresado recibieron previo a la
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medicidn de la locomocidn, una inyeccidn con solucion fisiolégica (200ul), utilizada como
agente estresante.

Laberinto en cruz levado: Fue utilizado para estudiar y medir comportamiento tipo ansioso.

El aparato consiste en una plataforma con forma de cruz, con dos pares de brazos opuestos
de 30 cm de longitud y 8 cm de ancho, que se encuentra elevado a 50 cm del piso. Un par
de brazos opuestos presenta paredes (sin techo), mientras que el otro par de brazos
opuestos no las presenta. Debido a la altura sobre el piso en la que se encuentra, los brazos
abiertos representan un ambiente aversivo para el raton. La proporcion de tiempo que los
ratones pasaron en los brazos abiertos durante ocho (8) minutos fue considerado como una
medida de la ansiedad exhibida. La distancia recorrida también fue analizada como medida
de la actividad tenida a lo largo del experimento en el aparato.

Enterramiento de bolitas: Cajas de dimensiones 30x24x15 cm fueron rellenadas con 5cm

de viruta, y doce bolitas de vidrio fueron posicionadas en un patrén a lo largo de la caja,
equidistantes entre si y con las paredes de la caja. Los ratones exploraron libremente la
caja durante treinta minutos. Luego, se retird el raton de la caja y se tomd una fotografia
para poder analizar los resultados utilizando el programa Image J. El numero de bolitas
enterradas exitosamente fue contabilizado. Una bolita se definié como “enterrada” cuando
menos de 30% de su superficie fue visible.

Laberinto en “Y”-alternancia espontanea: El estudio fue llevado a cabo en un laberinto con

forma de “Y”, de dimensiones 35x5cm cada brazo, con angulos iguales entre cada brazo.
Los ratones fueron colocados en el inicio de uno de los brazos y se permitié que exploren

libremente el aparato por siete minutos. Se realizd una grabacién por cada animal. El
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porcentaje de alternancia espontdnea fue calculado como el nimero de triadas que
contuvo entradas en los tres brazos dividido el nimero total de entradas en todos los
brazos.

Estudio de reconocimiento del objeto: Los ratones fueron colocados en un campo de 30x30

cmvacio, y se les permitio explorarlo por cinco minutos. Veinticuatro horas luego, se realizé
la familiarizacion, en donde cada ratén fue presentado a dos objetos idénticos dentro de la
arena, en una determinada posicion, y se les permitié que los exploren libremente durante
cinco minutos. Una vez finalizada la familiarizacion, uno de los dos objetos fue reemplazado
por un objeto nuevo. Se llevé a cabo entonces el estudio de reconocimiento del objeto
propiamente dicho, en donde los ratones pudieron explorar libremente durante 3 minutos.
El porcentaje de tiempo en el que los ratones exploran el objeto novedoso provee un indice
de memoria de reconocimiento. La locomocidn total también fue determinada durante el
testeo.

Estudio de anidamiento: Para estudiar la motivacion de los ratones para construir nidos,

una pieza de algoddn prensado (previamente pesado, aproximadamente de 3 gramos cada
uno), fue colocado dentro de cada caja en donde los ratones se encontraban guardados
individualmente. Se dejé al raton junto con la pieza de algoddn por doce horas en el periodo
oscuro del ciclo de luz/oscuridad. Se extrajo a ratén de la jaula y se tomo una fotografia.
Inmediatamente se tomaron aquellos trozos identificables como no desenredados y se los
peso. Se analizo el porcentaje de material no utilizado para realizar el nido, asi como

también la forma del mismo.
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Tratamiento para rescate: Se generd un protocolo en el cual los animales de ambos

genotipos fueron tratados con un antagonista del DRD2, Risperidona 0,025mg/kg, durante
quince dias desde p30 a p45. Los animales fueron pesados a p30, previo a la primera
inyeccion de la droga, a p45 y p60. Se realizaron los exdmenes de campo abierto en las
edades p30, p47 (con 2 dias de lavado post administracion de la droga) y p>60, para realizar
la medicion de la locomocién. Luego, se administré una dosis simple de anfetamina 5mg/kg
para testear la hipersensibilidad de los genotipos luego del tratamiento, se analizé la
locomocién durante 1 hora, para asi poder evaluar la cinética del efecto de la anfetamina.

La Figura 3 muestra las imagenes de los distintos aparatos en donde fueron llevados a cabo

los diferentes experimentos de comportamiento.
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Figura 3. Aparatos en donde fueron llevados a cabo los distintos experimentos de conducta. A. Open field,
B. Laberinto en cruz elevado con (*) indicando los brazos abiertos del aparato y (#) los brazos cerrados, C.
Laberinto en “Y”, D. Enterramiento de bolitas, E. Test de reconocimiento del objeto novedoso, F. Test de
anidamiento.

Analisis estadistico

Llevamos a cabo el analisis estadistico utilizando el programa GraphPad Prism 5. Los
resultados se presentan como la media + desvio estandar. Los resultados obtenidos de la
Real Time, Western Blot, y la cuentificacion de espinas dendriticas fueron analizados por
medio de la T de Student no pareado. La informacion recolectada de los analisis de conducta
fue analizada por T de Student, two way ANOVA y one way ANOVA dependiendo de cada
caso, seguido por examenes post-hoc. Un estadistico p<0.05 fue considerado significativo.

El test de Mann Whitney Wilcoxon (no paramétrico), con un p<0.05, fue utilizado para
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analizar el test de anidamiento y el de enterramiento de bolitas. Para los registros
electrofisiolégicos, las diferencias significativas (p<0.05) fueron determinadas por two way
ANQVA, T de Student no pareado o T de Student pareado dependiendo el caso. Para los

estudios de registro de campo se analizaron los resultados mediante T de Student.
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Resultados PARTE |

Delecion selectiva del receptor de
dopamina D2 de las interneuronas de

Parvalbumina
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Resultados Parte I: Delecion selectiva del receptor de dopamina D2 de las interneuronas

de Parvalbumina

Con el propdsito de estudiar que funcién desempefia el receptor de dopamina D2 en las
interneuronas de PV, se utilizaron las lineas recombinantes homoélogas PV-cre
(Hippenmeyer et al. 2005) y cD2 (Bello et al. 2011), para generar una linea mutante

condicional que presenta la delecién selectiva del DRD2 especificamente de las IPV.

Especificidad de la recombinasa Cre limitada a las interneuronas de Parvalbimina

El neuropéptido parvalbimina comienza a expresarse en ratones aproximadamente a partir
del dia post natal 14 (P14). La linea PV-Cre utilizada es un “knock in” que presenta la
insercion de la expresion de la recombinasa Cre bajo el promotor de PV (Dymecki and Kim
2007; Hippenmeyer et al. 2005; Taniguchi et al. 2011). Una vez que se produce la expresion
de PV, inicia la expresion de la recombinasa Cre la cual recombina con el par de sitios LoxP
que se encuentran flanqueando al exén 2 del DRD2 y se produce la ulterior delecion del

mismo (ver Figura 2).

Para poder determinar la correcta expresion de Cre bajo el promotor de PV y su
especificidad en este subtipo interneuronal, se realizaron experimentos de
inmunofluorescencia indirecta (IFl), en donde todas aquellas interneuronas en donde se
haya expresado PV, y, por lo tanto, la recombinasa Cre, aparecerian marcadas por la linea

reportera GFP utilizada (PV-Cre::RCE). En la figura 4 se observa que para el dia post natal 20

67



Tesis Doctoral Maria Eugenia Tomasella

(P20), la expresion de PV se encuentra presente y la marca del reportero es especifica en
dichas interneuronas (figura 4 A-D). Adicionalmente, se realizaron IFl en animales adultos
(P60) en donde se observo que la expresion de PV se restringio a dicho tipo interneuronal,
ya que no colocalizé con las interneuronas que expresan SST (figura 4 E-G), Cr (figura 4 H-

K) u otro tipo de neuronas (NeuN; figura 4 L-0).
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Figura 4: Imagénes de inmunofluorescencia en donde se demuestra la especificidad de la expresion de la
recombinasa Cre bajo el promotor de PV mediante la utilizacion de la linea reportera GFP. A P20 ya se puede
observar la expresion de Cre restringida a interneuronas de PV mediante la utilizacién de la linea reportera
PV-CRE:.GFP. La flecha blanca indica GFP (B) y PV (C) que colocalizan (A-D). IFI de animales adultos (P60) en
donde la expresion de GFP (flecha blanca) es restringida a las IPV (E-O); GFP (E,G,H,K,L,0) no colocalizé con
SST, flecha lila (F,G), con Cr, flecha amarilla (1,K) y es restringido a IPV, (flechas turquesa) (J,K,N,0) y no a otro
tipo neuronal (flecha blanca) (M,0). La barra indica 50pum.
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Asimismo, para corroborar la correcta expresion del receptor, se utilizd una técnica
combinada de hibridacién in situ (ISH) e inmunohistoquimica para marcar ARNm de DRD2
en las IPV, respectivamente. En la figura 5 se puede observar la expresion de DRD2 y PV en
el hipocampo ventral de ratones controles en donde la marca de PV colocaliza con la del
mensajero de DRD2. Por el contrario, en los animales mutantes condicionales solamente se

puede observar la marca correspondiente a PV y no a la del mensajero del receptor D2.

Control Mut. Cond.
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Figura 5: Técnica combinada de ISH (DRD2) e inmunohistoquimica (PV). Animales control exhiben marca de
DRD2 (violeta) y PV (marrén, flecha blanca) (A). En contraste, los animales mutantes condicionales solamente
presentan la marca marrén de las IPV (flecha turquesa), no presentandose la marca violeta del DRD2 (B). La
barraindica 50 pm.
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Estudio de regiones prototipicas dopaminérgicas

Para evaluar si la eliminacion selectiva del receptor D2 de las interneuronas de PV produjo
cambios en la expresion en otras regiones donde el receptor es normalmente expresado,
realizamos experimentos de hibridacion in situ (figura 6). No se observaron modificaciones

en la expresion del DRD2 tanto en controles como en mutantes condicionales adultos, en

el estriado, la VTA, laSN y el TuO.

Control Mut. Cond

Rostral

Caudal

Figura 6: Expresion de ARNm en regiones prototipicas de DRD2. Expresion normal del mensajero del DRD2

en animales controles (A, C) y mutantes condicionales (B, D) en estriado (st) y tubérculo olfatorio (TuO) (A,B)
y en la sustancia nigra (SN) y el drea tegmental ventral (VTA) (C,D). La barra indica 500 um.
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Adicionalmente, fueron analizados los niveles de expresion del ARNm de DRD2 en las
regiones cerebrales que se abordaran a lo largo de este estudio por su implicancia en la
esquizofrenia, la CPF y el vHip. Dichos niveles fueron determinados por medio de PCR en
tiempo real (qPCR). Pudimos observar una drastica reduccion en la expresion del DRD2 en
ratones mutantes condicionales adultos en ambas regiones en estudio, en comparacion con

los animales control (Figura 7).
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Figura 7. Expresion del ARNm de DRD2 en el mutante condicional. Disminucion de |la expresién del
ARNm de DRD2 en la CPF y el vHip en animales mutantes condicionales, tras la delecidon selectiva del
DRD2 de las IPV. ¥*P<0.1; ¥**P<0.001, t de Student, N=6-8 animales por genotipo.

Analisis de las propiedades intrinsecas de las interneuronas de Parvalbumina

Con el propdsito de analizar las propiedades intrinsecas de las interneuronas de
parvalbumina y evaluar posibles cambios en las mismas tras la delecion selectiva del DRD2,
se realizaron estudios electrofisiolégicos por medio de patch clamp en las IPV de la CPF. Se
estudiaron distintos parametros electrofisiologicos medidos en condiciones basales, como

el potencial de membrana en reposo, el umbral de disparo, la amplitud del potencial de
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accion, el periodo luego de la hiperpolarizacion, entre otros. En la tabla 1 se presentan los
valores obtenidos. No se observan diferencias sustanciales entre ambos genotipos tras la
delecion del receptor, aunque se pudo determinar una diferencia significativa en la
amplitud del potencial de accién de pico a pico, en donde los resultados sugieren que fue
generado por un periodo de hiperpolarizacion significativamente mayor en los animales

mutantes condicionales.

CORTEZA
WT KO P value
RMP (mV) -75.55+2.73 (8) -76.66+1.62 (13) 0.357
Rm (MQ) 178.98+15.54 (8) 219.614+26.31 (13) 0.136
APT (mV) -36.88+1.84 (8) -39.98+1.32 (13) 0.089
Retraso del 1er AP (ms) 0.695+0.045 (8) 0.679+0.017 (13) 0.354
APA (mV) 42.21+3.91 (8) 44.62+1.89 (13) 0.272
APA pico a pico (mV) 124.55+3.74 (8) 133.23+2.97 (13) * (0.043)
APD (ms) 0.34610.01 (8) 0.343+0.01 (13) 0.397
AHP -82.33+1.39 (8) -88.62+2.08 (13) *(0.022)
MFF (Hz) 81.63+9.01 (8) 74.67+9.67 (12) 0.312

Tabla 1: Propiedades basales de membrana de las interneuronas de PV en la CPF de animales controles y
mutantes condicionales. RMP: potencial de membrana en reposo; Rm: resistencia de la membrana; APT:
umbral del potencial de accion; AP: potencial de accidn; APA: amplitud del potencial de accidn; APD: retraso
del potencial de accion; AHP: periodo de hiperpolarizacion posterior; MFF: maxima frecuencia de disparo.

73



Tesis Doctoral Maria Eugenia Tomasella

A partir de estos resultados podemaos concluir que la expresién de la recombinasa Cre fue
especifica en las interneuronas de PV y que el mensajero del receptor D2 dejo de ser
expresado en dichas interneuronas en animales mutantes. No obstante, para poder contar
con una evidencia concluyente que demuestre que el receptor D2 no se expresé en dicha
subpoblacién neuronal, se disefid un experimento a modo de determinar la actividad
funcional de las interneuronas de PV y evaluar el efecto de un agonista selectivo del
receptor D2. Se llevaron a caho registros por patch-clamp de las IPV y se determiné el
numero de potenciales de acciéon dados por una corriente intracelular de amplitud
constante, en presencia y ausencia del agonista selectivo del DRD2, quinpirol. En la figura 8
se pueden ver trazos representativos del experimento realizado, en donde se observa que
luego de la aplicacion de una dosis efectiva del quinpirol (1 pM) el incremento de Ia
frecuencia de disparos solamente ocurre en las neuronas de que expresan el DRD2,
habiendo incrementado el numero de picos evocados cerca de 14 veces. En cambio, la
adicion del agonista selectivo no provoco cambios en la frecuencia de disparos de los

mutantes condicionales.
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Figura 8: Experimento funcional para demostrar la delecion selectiva del DRD2 de las IPV mediante la
aplicacién del agonista selectivo del receptor D2 quinpirol (1pM). La excitabilidad fue determinada por el
conteo del nimero de potenciales de accién evocados por la inyeccién de una corriente intracelular de
amplitud constante, en donde la amplitud fue inicialmente ajustada a unos pocos (5-20) picos por segundos
(una estimulacién no saturante) y, luego de la aplicacion de 5-7 minutos del quinpirol, el nimero de picos
evocados incrementé en el control, pero no se observé ningun efecto en los animales mutantes condicionales.

Mediante los experimentos descriptos en esta seccion se probo la especificidad de la linea
recombinante homoéloga que dirige |la expresion de la recombinasa Cre, ya que la expresion
fue exclusiva de las interneuronas de parvalbimina, generandose la delecion del receptor

de dopamina D2 de manera selectiva en dicha subpoblacion neuronal.

En la siguiente seccion se describe el estudio de los efectos de la eliminacion selectiva del
receptor D2 en el comportamiento y a nivel fisioldgico, y su relevancia en el contexto de la

esquizofrenia.
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Resultados PARTE II

Estudio de los efectos de la delecion
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Resultados Parte 1I: Estudio de los efectos de la delecion selectiva del receptor D2 en las

interneuronas de parvalbumina

Analisis de comportamiento

Se realizd un estudio profundo de diferentes aspectos de la conducta animal, desde la
habilidad cognitiva, las emociones y el desempeno en la locomocidn, en animales jovenes
de dia post natal 30 (P30) y adultos, los cuales son considerados como tales cuando ya han
alcanzado la madurez sexual a partir de P60. En primer lugar, se estudio la locomocion total
de los animales en el campo abierto, asi como también se evalué su locomocion durante el
test de reconocimiento del objeto novedoso y el laberinto en cruz elevado. En la figura 9 se
observa la distancia recorrida por los animales jovenes y adultos de ambos genotipos, en
los distintos contextos en donde fue analizada. No se observaron diferencias en los animales
jévenes entre ambos genotipos, mientras que en los animales adultos se observo

hiperlocomocién en los mutantes condicionales.
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Figura 9. Locomocion total exhibida en tres contextos distintos. Los animales jévenes no presentaron
diferencias en la locomocién entre genotipos (A-C). Los mutantes condicionales adultos exhibieron
hiperlocomocién en todos los contextos estudiados (D-F). ns= no significativo; *P<0.05, t de Student, N= 10-

14 animales por genotipo.

El laberinto en cruz elevado es un aparato que se utiliza para cuantificar los niveles de
ansiedad, incluyendo la respuesta tigmotactica, en donde los animales presentan la
tendencia a permanecer cerca de superficies verticales (Filgueiras, Carvalho-Netto, and
Estanislau 2014; Telonis and Margarity 2015). Este test evalta la predisposicion de los
animales a permanecer en los brazos abiertos o cerrados del aparato. Generalmente, los
animales prefieren evitar los brazos abiertos, mas riesgosos, dado que se sienten inseguros.

En la figura 10 se puede observar el porcentaje de tiempo que pasaron los animales en los

78



Tesis Doctoral Maria Eugenia Tomasella

distintos brazos del aparato. No se observaron diferencias en los animales jovenes de

ambos genotipos, en la cantidad de tiempo que pasaron en una u otra parte del aparato.

Por el contrario, los animales adultos mutantes condicionales permanecieron mas tiempo

en los brazos abiertos del aparato, en relacion con los controles adultos, lo que se interpretd

como un comportamiento de ansiedad reducida o de una mayor predisposicion al riesgo.

ns

ns

n

cerrados  centro

ns

ns

] 90
@
o
@ 60
8| 2
8. 804 =08
U i
*
0
- abiertos
1 90+
.
S 60-
3| & :
a 304
L2
© ;
=
0
|| abiertos

cerrados  centro

Figura 10. Porcentaje de permanencia en el laberinto de cruz elevado. Los animales jévenes no presentaron
diferencias entre ambos genotipos. Los animales adultos permanecieron mayor cantidad de tiempo en los
brazos abiertos, en relacién a los controles. ns= no significativo; *P<0.05, Anova de una via con Bonferroni

como post hoc. N=10-14 animales por grupo.
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En sumatoria, para el estudio del comportamiento de ansiedad se utilizd el examen del
enterramiento de bolitas, que analiza el comportamiento repetitivo y perseverante
(Laurent B.Nicolas 2006). Se entiende en este contexto que una reduccion en el nimero de
bolitas enterradas indicaria niveles de ansiedad reducidas en ratones. En la figura 11 se
observan los resultados obtenidos en los animales controles y mutantes condicionales,
tanto jovenes como adultos. El nimero de bolitas enterradas en los animales jovenes no
difirié entre genotipos. Sin embargo, los adultos mutantes condicionales enterraron menor
cantidad de bolitas que los controles, exhibiendo una ansiedad reducida y un

comportamiento compulsivo disminuido en relacién a los ratones controles.
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Figura 11. Estudio por medio del enterramiento de bolitas. Los animales jévenes no exhibieron diferencias
(A) mientras que los animales adultos mutantes condicionales enterraron menos bolitas en comparacidén con
los animales controles (B, C). ns= no significativo; *P<0.05, Mann Whitney, N= 10-14 animales por grupo.

A continuacién, se evaluaron aspectos cognitivos mediante el “laberinto en Y”. Los ratones
presentan la tendencia a alternar entre los brazos de un laberinto con estas caracteristicas

e investigar un brazo novedoso antes que regresar a un brazo conocido, previamente
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visitado. En la figura 12 se observa que no se presentaron diferencias en la alternancia en
los ratones jovenes, mientras que se presentd una disminucidon en el porcentaje de
alternancia espontanea de los mutantes condicionales adultos, demostrando asi una

alteracion a nivel cognitivo.
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Figura 12. Porcentaje de alternancia espontanea. Los animales jévenes no presentaron diferencias en el
porcentaje de alternancia espontanea (A). Por el contrario, se observa una disminucién en la alternancia en
los mutantes condicionales adultos (B).ns= no significativo; **P<0.01, t de Student, N= 10-14 animales por
grupo.

La novedad es una alteracion de un evento esperado probable, basado tanto en informacion
previa, como la exposicion previa a un objeto, asi como a estimaciones internas de
situaciones probables (Antunes and Biala 2012). El test de reconocimiento de un objeto
novedoso (NOR, por su significado en inglés “Novel Object Recognition test”) evalta la
habilidad de los roedores para reconocer un objeto que previamente desconocia. Se utilizd
el test NOR para evaluar la memoria a corto plazo de los animales de ambos genotipos de

ambas edades en estudio. Una vez mas, los animales jovenes no presentaron diferencias en
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cuanto a la preferencia de exploracién entre uno y otro objeto. Sin embargo, en la figura 13
se observa que los ratones controles adultos presentaron un indice de reconocimiento del
objeto novedoso mas alto, indicando que pasaron mayor porcentaje de tiempo explorando
al objeto novedoso. Por el contrario, los animales adultos mutantes condicionales
presentaron un indice de reconocimiento cercano al 50%, sugiriendo que pasaron la misma
cantidad de tiempo explorando el objeto novedoso y el objeto conocido, sugiriendo asi una

alteracion en la memoria.
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Figura 13. indice de reconocimiento del objeto novedoso. Los animales jévenes de ambos genotipos pasaron
aproximadamente la misma cantidad de tiempo explorando ambos objetos (A). Los animales adultos
mutantes condicionales presentaron un indice de reconocimiento cercano a 0.5, indicando que pasaron la
misma cantidad de tiempo en ambos objetos, sin embargo, los animales controles adultos pasaron mayor
parte del tiempo explorando al objeto novedoso. ns= no significativo; *P<0.05. t de Student, N= 10-14
animales por genotipo.
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Los nidos son considerados de suma importancia para los roedores pequefios para la
conservacion del calor, asi como para reproduccién y refugio. Los nidos constituyen una
evidencia directa del comportamiento animal respecto de la motivacion para mejorar su
aptitud y aumentar sus chances de supervivencia. En general, los ratones normales estarian
motivados a una construccion del nido, al estar en contacto con material con el cual puedan
construirlo. A continuacion, se evalué la motivacion de los animales para armar el nido. Para
ello, se proveyo a los animales de ambos genotipos con una pieza de algodén prensado a
partir del cual podrian construir su nido, a través del desmenuzamiento de dicha pieza. En
la figura 14 se grafica el porcentaje de algodén que no fue utilizado para armar los nidos, y
se puede observar que los animales mutantes condicionales adultos no sdlo utilizaron

menos algodon, sino que también armaron nidos mas desorganizados.
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Figura 14. Test de la motivacion para el armado del nido. Porcentaje de algodén no utilizado para la
construccién del nido (A). Imagenes representativas de la forma de los nidos armados por los animales
controles y los mutantes condicionales (B). *P<0.05, Wilcoxon, Mann Whitney, N= 10-14 animales por
genotipo.
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El estrés es una experiencia que influencia el comportamiento y el bienestar del organismo,
y, en situaciones extremas, contribuye a numerosas patologias. El hipocampo es una region
cerebral que es conocida por ser influenciada por situaciones estresantes como la presencia
de predadores, situaciones riesgosas, entre otras (Anthony A. Grace 2016; Kim, Pellman,
and Kim 2015). Los agentes estresantes pueden producir consecuencias deletéreas en los
organizamos a nivel fisiolégico (cambios en el flujo sanguineo y en la composicion
sanguinea), asi como en el comportamiento (reacciones emocionales y estereotipias, que
incluyen acciones repetitivas como olfateo y aseo), en donde |a respuesta al estrés presenta
una funcion adaptativa (Garner 2005; Laurence et al. 2015). Se estudié que efecto podria
generar un evento estresante, en este caso una inyeccidén intraperitoneal (IP) de solucién
fisiologica, en la actividad locomotora y las estereotipias, los cuales fueron cuantificados
por medio del test del campo abierto. En la figura 15 se puede observar que no se
presentaron cambios en la locomocion de los animales jovenes, independientemente del
genotipo en estudio. En cambio, en los animales adultos se observo una disminucion en la
locomocién total de los mutantes condicionales luego de la aplicacidn del agente estresante
respecto de los animales que no recibieron la inyeccion. Esta disminucién en la locomocion
total se vio acompanada por un incremento de estereotipias en los animales mutantes

condicionales adultos.
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En resumen, mediante el analisis del comportamiento se observaron déficits del tipo
cognitivo, motivacionales y de la actividad locomotora que son reminiscentes a los
observados en pacientes. Resulta importante destacar que estas alteraciones se
presentaron solamente en animales adultos, siguiendo asi una aparicién de los sintomas
que tiene un paralelo a lo que ocurre en pacientes con esquizofrenia, es decir hacia el final

de la adolescencia o el inicio de la adultez.
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Alteraciones en la CPF

La accidon de la dopamina sobre las NPi de la CPF es compleja, ya que depende de qué tipo
de receptor es activado. Los DRD1 incrementan la excitabilidad de las NPi y promueven la
funcion de NMDAR. Por el contrario, a través del DRD2 se genera la activacion de las
interneuronas provocando la disminucion de la excitabilidad de las NPiy generando asi una

inhibicién mediada por GABA (K. Y. Tseng and O’Donnell 2004).

La esquizofrenia como desorden del neurodesarrollo incluye defectos en los circuitos
neuronales, dentro de los que se incluyen alteraciones en las espinas dendriticas. Se ha
demostrado previamente que la sefalizacion dopaminérgica a través del DRD2 regula la
morfogénesis de espinas dendriticas de las NPi (Jia et al. 2013). Con el proposito de estudiar
el posible impacto de la eliminacion del DRD2 en distintos aspectos de la CPF, se comenzd
con el estudio de la densidad de espinas dendriticas en la CPF. Los resultados indicaron que
los animales adultos mutantes condicionales presentaron una drastica reduccion en la
densidad de espinas dendriticas en comparacion con los controles (Figura 16) resultado
que esta de acuerdo con lo observado en estudios post mortem de pacientes con

esquizofrenia (Konopaske et al. 2014).
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Figura 16. Densidad de espinas dendriticas. Microfotografias de las espinas dendriticas de NPi en la CPF en
animales control y mutante condicionales (A). Cuantificacién del nimero de espinas por um. Se observa una
reduccién cercana al 50% de las espinas dendriticas en los mutantes condicionales. La barra indica 5 pum.
**¥p<0.01, t de Student, N=7-9 dendritas de N=3 animales por genotipo.

La quinasa Glucogeno Sintasa 3B (Gsk3B) es una proteina quinasa muy abundante en el
cerebro, involucrada en cascadas de transduccion de sefiales de multiples procesos
celulares, particularmente en el neurodesarrollo (Kozlovsky, Belmaker, and Agam 2000).
Gsk3B es una molécula rio abajo de la sefializacion del DRD2 y estd implicada en la
transduccién de la sefial luego de la unién de dopamina al DRD2, en donde ha sido
demostrada la desregulacion de dicha sefializacion con la esquizofrenia (Beaulieu et al.
2004). Adicionalmente, se han visto reducidos los niveles de Gsk3B en la CPF de pacientes
con esquizofrenia (Emamian et al. 2004; Kozlovsky, Belmaker, and Agam 2000). Por medio
de western blot se analizaron los niveles de Gsk3B en la CPF en ambos genotipos en
animales adultos. Pudimos observar que la expresién de dicha proteina sufrid una

disminucion significativa en mutantes condicionales respecto a los controles (figura 17).
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Figura 17. Alteracion en los niveles de Gsk3p. Fotografia representativa de las membranas de WB con la
disminucién de los niveles proteicos de Gsk3p totales en mutantes condicionales (A). Cuantificacién de los
niveles de proteina (B). t de Student, *P<0.05. N= 5-6 animales por genotipo.

Dado que reducciones en los niveles de GAD67 y PV son caracteristicas centrales en la
etiologia de la esquizofrenia, se decidié estudiar que ocurria con los niveles del mensajero
de GAD67 y PV en los animales mutantes condicionales. Se estudiaron también los niveles
de otro tipo de receptor de dopamina, el DRD1, para evaluar si la pérdida de un tipo de
receptor de dopamina podria alterar la expresion de otro tipo de receptor dopaminérgico.
Por otra parte, dadas las evidencias que apoyan a la teoria hipoglutamatérgica de la
esquizofrenia, se determinaron también los niveles de expresion de dos subunidades del
NMDAR claves durante el neurodesarrollo, NR2A y NR2B. En la figura 18 se observa una
drastica reduccion de los niveles de GAD67, asi como también del DRD1 en la CPF de los
mutantes condicionales adultos en relacion a los controles. Resulta interesante destacar
que no se observaron cambios en la expresion de NR2A, pero si se observo una significativa

disminucion de la subunidad de NR2B en los mutantes condicionales.
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Figura 18. Expresion génica anormal en CPF. Cambio relativo de los niveles de ARNm de GAD67, DRD1, y las
subunidades del NMDAR: NR2A y NR2B. t de Student, ns= no significativo, *P<0.05. N= 5-8 animales por

genotipo.

Para analizar posibles alteraciones en la funcionalidad de las IPV, se evalud |a expresion de
PV por medio de gPCR, en la CPF y el vHip. En la figura 19 se puede observar que los
mutantes condicionales presentan una reduccion significativa en la expresién de PV

respecto de los controles, tanto en la CPF comao en el vHip.
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Figura 19. Disminucion de la expresion del ARNm de PV en los mutantes condicionales. Disminucion de
la expresion de ARNm PV en la CPF y el vHip en animales mutantes condicionales, tras la delecién
selectiva del DRD2 de las IPV. *P<0.05, **P<0.01, t de Student, N= 6-8 animales por genotipo.
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Interesantemente, se observé dicha alteracion en la expresion de PV, a pesar de que no se

observan diferencias en la densidad de interneuronas en ambas regiones (figura 20)

Control Mut. Cond.

E
150 .M ns_
1004 —— —
& 50-
0 !
CPF vHip

Figura 20. Cuantificacion de interneuronas de Parvalbumina en la corteza prefrontal y el hipocampo
ventral. Imagenes de IFl de PV de la CPF (A, B) e vHiP (C, D) en ratones controles (A, C) y mutantes
condicionales (B, D). Cuantificacion de las interneuronas de Parvalbdmina (E). La barra indica 250 pm. ns=
no significativo, t de Student, N= 8-12 animales por genotipo.

CPF

Densidad IPV (cel/mm2)

vHip
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Los pacientes con esquizofrenia presentan déficits cognitivos que estan correlacionados con
alteraciones en la produccién de las oscilaciones gamma para las cuales las interneuronas
de PV juegan un papel central. El potencial de campo local (PCL) es un estudio
electrofisioldgico en el cual se analizan las sefiales generadas por la suma de las corrientes
eléctricas de neuronas cercanas. La actividad oscilatoria que se obtiene mediante este
estudio es descompuesta en las distintas frecuencias para luego realizar en analisis de cada
una. Por ello, estudiamos la actividad oscilatoria por medio de la determinacién de PCL
tanto en la CPF como en el hipocampo de los ratones adultos de ambos genotipos. El
objetivo fue analizar no sélo la actividad de los ritmos oscilatorios dentro de una regién,
sino también la coherencia entre las regiones en estudio. En la figura 21 observamos los
resultados obtenidos del analisis de la actividad oscilatoria en donde se observo un excesivo
acople de una banda de menor frecuencia, alfa, y una frecuencia mas alta, gamma, en la
CPF de los ratones mutantes condicionales en relacion a los controles. No se observaron
diferencias en el espectro de poder a lo largo de las frecuencias analizadas entre ambos

genotipos ni en la coherencia entre las regiones cerebrales estudiadas (figura 22).
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Figura 21. Actividad oscilatoria. Se filtrd |a sefial obtenida del potencial de campo local (PCL) y se estudiaron
todas las bandas (A). Mediante el PCL se observé un excesivo acople de la banda alfa y gamma en mutantes
condicionales en la CPF (B, C). t de student, *P<0.05. N= 5-6 animales por genotipo.
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Figura 22. Espectrode poder y coherencia entre CPF y vHip. El espectrode poder a lolargo de las frecuencias
en CPF (A) e hipocampo (B), o la coherencia entre estas estructuras (C). No se observaron diferencias en el
espectro de poder en CPF e Hip (A, B) y tampoco en la coherencia entre ambas regiones (C). El PCL no
presentd diferencias entre genotipos para el Hip (D). t de student, ns= no significativo. N= 5-6 animales por
genotipo.
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La administracion cronica de anfetamina en roedores, un agonista indirecto dopaminérgico,
es un modelo farmacoldgico de la enfermedad firmemente establecido (R. Chen et al.
2007a), que induce una sensibilizacion persistente exagerando la hiperactividad producida
luego de la administracién de una dosis de dicha droga. El uso de anfetamina en personas
sanas conduce al desarrollo de comportamientos que son similares a los sintomas positivos
de la enfermedad. Mas aun, ha sido demostrado que la administracion de anfetamina a
pacientes provoca la reaparicion de sintomas. Si el mutante condicional para el receptor D2
puede encuadrarse como un modelo animal de esta enfermedad, una dosis Unica de
anfetamina deberia resultar en una respuesta locomotora aumentada, es decir, con
hipersensibilidad. Al administrar anfetamina a los animales, no se presentaron diferencias
en la actividad locomotora entre genotipos en el grupo al cual fue administrado solucion
salina, en donde la hiperlocomocién de los animales mutantes condicionales se vio inhibida
probablemente por la sensibilidad al estrés tras la inyeccion de solucién salina (Figura 23 y
Figura 15). En cambio, se observa que los animales mutantes condicionales exhibieron una
locomocién incrementada en comparacion con los controles luego de la administracion de

anfetamina (Figura 23).
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Debido a que la hipotesis dopaminérgica postula un desbalance en la neurotransmision
dopaminérgica entre estructuras corticales (CPF) y subcorticales (estriado), se analizaron
los niveles de dopamina y sus metabolitos, tanto en |la CPF como en el hipocampo ventral y
el estriado de animales controles y mutantes condicionales adultos, con el objetivo de
determinar si en mutante condicional del receptor D2 se exhibe un patrén similar. Por
medio de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se cuantificaron los niveles de
dopamina, acido 3,4-dihidroxipentalacético (DOPAC) y &cido homovanilico (HVA) en dichas
estructuras. La figura 24 muestra un incremento significativo de DOPAC en el estriado
(figura 24 B) y una reduccion significativa de dopamina y DOPAC en la PFC de los ratones
mutantes condicionales (figura 24 A-B). No se observaron diferencias en los niveles de HVA,
gue lamentablemente pudieron ser determinados Unicamente en el estriado debido a la

sensibilidad del equipo (figura 24 C).

94



Tesis Doctoral Maria Eugenia Tomasella

A i o ®

-3.0
. ns * ns . | * * ns .
o o .
= | 2
= 40 20 -QE—_,- 8 -2.0
— —_ — —_—
[o1] oo - .
£ - o ==
Ty - - —
g . I [ N I l1 |
g ;
) l )
0 - L0 0 0
Estriado PFC vHip Estriado PFC vHip
C
6 HVA
o Figura 24. Medicion por HPLC de los niveles de
o 4- s dopamina y sus metabolitos. Incremento en los
EJT mutantes condicionales de los niveles de DOPAC en el
vo estriado y disminucién significativa de dopamina y
E DOPACen PFC(A-B). Sin cambios de HVA en estriado (C).
° 24 ' — t de student, ns= no significativo; *P<0.5. N= 7-9
g_ animales por genotipo.
0!

Estriado

Estudio del hipocampo ventral

El hipocampo ha sido ampliamente vinculado con la esquizofrenia, en donde se ha visto que
presenta menor tamano en pacientes. A traves de estudios por imagenes se ha observado
una hiperactividad en el hipocampo de pacientes con esta enfermedad, y, que esta
hiperactividad se correlaciona con la aparicion de la psicosis (Anthony A. Grace 2016;
Heckers 2001; Suddath et al. 1990). Dada las extensas evidencias que asocian a la
esquizofrenia con alteraciones del hipocampo ventral decidimos realizar un estudio

minucioso de dicha region. Por ello, evaluamos inicialmente la respuesta de las neuronas
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piramidales del area CA1 del hipocampo a la estimulacién aferente y se llevaron a cabo
estudios electrofisiolégicos por medio de patch clamp sobre NPi. Se comenzd con registros
de voltaje constante para analizar las corrientes post sinapticas excitatorias e inhibitorias
(CPSE y CPSI, respectivamente) evocadas por la estimulacién de |a via colateral de Schaffer,
que constituye la via aferente principal al area CA1 del hipocampo. La figura 25 ilustra un
esquema representativo de como fue llevado a cabo el experimento (figura 25 A), en donde
las CPSIs medidas a OmV fueron completamente bloqueadas por picrotoxina, bloqueante
no competitivo de los receptores GABAx (figura 25 B; ver materiales y métodos). No se
observaron diferencias en la conductancia evocada tanto de CPSEs como de CPSls en ambos
genotipos en estudio (figura 25 C). Sin embargo, ante la presencia de quinpirol, la respuesta
evocada por los controles y los mutantes condicionales ante la estimulacion aferente fue
distinta. La inhibicion se vio significativamente incrementada en |los controles luego de la
adicion del quinpirol, mientras que en los mutantes condicionales se vio disminuida (figura
25 D-E). Este efecto diferencial en la inhibicion generd un cambio en el balance E/I tras la

estimulacion aferente (figura 25 F).
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Los resultados obtenidos en la figura 25 nos permitieron concluir que la delecién selectiva
del DRD2 de las IPV provocd una relacidn entre excitacion e inhibicion alterada en el
hipocampo de los animales mutantes condicionales, con una disminucion en la actividad
inhibitoria. Nos preguntamos entonces si la sintesis de GABA estaria también afectada en
el hipocampo, dado que previamente se demostro la reduccion de los niveles de GAD67 en
la CPF (ver figura 18). Se realizé la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de GAD67
en el hipocampo ventral y se encontré una reduccion significativa de su expresion en los
animales mutantes condicionales adultos. Por otro lado, una neurotransmision alterada
podria modificar los niveles de expresion de los receptores dopaminérgicos vy
glutamatérgicos. Entonces, se analizaron los niveles de DRD1, asi como de NR2A y NR2B en
el hipocampo. Observamos una drastica reduccion de los niveles del DRD1 en los mutantes
condicionales, pero no se vieron diferencias en los niveles del mensajero de las subunidades

del receptor de NMDA (figura 26).
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Figura 26. Expresion génica anormal en vHip. Cambio relativo de los niveles de ARNm de GAD67, DRD1, y las
subunidades del NMDAR: NR2A y NR2B. t de Student, ns= no significativo, *P<0.05, **P<0.01. N= 5-8 animales
por genotipo.
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Para estudiar si la disminucion de los niveles de receptores dopaminérgicos era un hecho
generalizado, se estudié que ocurria con los receptores dopaminérgicos DRD1 y DRD2 en
una region con elevada inervacion dopaminérgica, el estriado, y otra en donde la inervacion
dopaminérgica es méas discreta, la corteza somatosensorial. Se analizaron por gPCR los
niveles de mensajero y se observo una drastica reduccion del DRD1 en el estriado de los
mutantes condicionales. Por el contrario, no se observaron cambios entre genotipos para

ambos receptores en la corteza somatosensorial (figura 27).
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Figura 27. Cuantificacién de los niveles del ARNm de los receptores de dopamina. Reduccién de DRD1, pero
no DRD2 en estriado de mutantes condicionales (A). En la corteza (Cx) somatosensorial, regién con poca
inervacién dopaminérgica, no se observaron cambios en animales controles y mutantes condicionales (B). t
de Student, ns= no significativo; **P<0.1. N=5 animales por genotipo.
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Los resultados obtenidos en esta seccién demostraron que los animales con la delecion
selectiva del DRD2 de las IPV exhibieron caracteristicas reminiscentes a la esquizofrenia, ya
que presentaron alteraciones a nivel molecular, celular, fisiologico y de comportamiento,
comparables a las que se observan en pacientes con esta enfermedad. Los animales
mutantes condicionales exhibieron fenotipos de tipo esquizofrenia, con sintomas que solo
se presentaron a partir de la adultez, siguiendo el mismo patron temporal de aparicion
sintomatolégico observado en pacientes. En adicidn, se presentaron alteraciones en la CPF

y el hipocampo, asi como una desregulacion y desbalance del sistema dopaminérgico.
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Resultados PARTE Il

Estudio de la actividad funcional del
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Resultados Parte lll: Estudio de la actividad funcional del receptor de dopamina D2 en las

interneuronas de Parvalbumina

Dada la alta similitud de los fenotipos observados previamente en los animales mutantes
condicionales carentes del receptor de dopamina D2 con los observados en pacientes vy,
puesto que el DRD2 es el blanco principal de la mayoria de los antipsicéticos, decidimos
explorar la relevancia de la actividad funcional de este receptor en las interneuronas de PV
para el tratamiento y la efectividad de diferentes drogas, incluyendo los antipsicéticos. Esto
nos permitiria acercarnos al entendimiento sobre el mecanismo de accion de las distintas

drogas utilizadas.

Regulacion de la neurotransmision dopaminérgica por Litio

La modulacion de la sefalizacion de Akt/Gsk3B por litio, antagoniza el desarrollo de
comportamientos dependientes de dopamina en roedores. Dentro de sus efectos, el litio
inhibe a Gsk3B de manera directa, o por la via indirecta a través de la inhibicién por Akt

(Beaulieu et al. 2004)

Para investigar la accion del litio sobre la via DRD2/Akt/Gsk3p ante la delecidn del DRD2 de
las IPV, ratones controles y mutantes condicionales adultos fueron tratados con una dosis
simple de litio bajo condiciones en donde se activa Akt y se genera la inhibicion de Gsk3p,
pero que no representa toxicidad para el animal. Los animales de ambos genotipos fueron
tratados con dos psicotropicos diferentes: anfetamina o MK-801, un antagonista del
NMDAR que indirectamente libera dopamina de las neuronas dopaminérgicas del

mesencéfalo. Estos psicotropicos producen un incremento en la locomocidn total en
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ratones, constituyendo un efecto que se asemeja a los sintomas psicoticos de la
esquizofrenia. La administracion del litio se realizd sola o en combinacidn con uno u otro
psicotropico, en donde se observo una disminucion en la locomocion total tras el
tratamiento combinado. Dicho rescate de la locomocién se observd en ambos genotipos,
indicando asi que los efectos del litio no serian mediados por el DRD2 expresado en las [PV

(figura 28) y que podria ser debido a un exceso de la forma activa de Gsk3B en neuronas

piramidales.
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Figura 28. Tratamiento con litio. Medicidon de la locomocién total en el campo abierto luego de la
administracion de litio (200mg/kg) en combinacién con anfetamina (5mg/kg) (A) o MK-801 (0,2mg/kg) (B) En
ambos casos se observo una recuperacién de la locomocién a estados basales. Anova de una via con el test
Bonferroni como post hoc, ns= no significativo. N= 12-15 animales por genotipo.
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Respuesta al tratamiento agudo con risperidona y aripiprazol

Con el objetivo de evaluar el requerimiento del receptor D2 expresado en las IPV por parte
de los antipsicoticos, disefiamos un experimento similar al realizado con Litio (ver figura 28),
pero en este caso fueron utilizados dos antipsicéticos de amplio uso en la clinica actual: la
risperidona, un antagonista del DRD2 y, el aripiprazol, un agonista parcial del DRD2. Para
ello, se trataron a los animales de ambos genotipos con anfetamina o MK-801, en donde
cada psicotropico fue utilizado solo o en combinacién con uno u otro de los antipsicéticos

para este estudio, buscando restaurar una locomocién normal en los animales.

Cuando larisperidona fue administrada en combinacion con MK-801 como con anfetamina,
la locomocion total fue reducida a los niveles basales en ambos genotipos, indicando asi
que la expresion del DRD2 en las interneuronas de PV no seria requerido para que la
risperidona pueda ejercer sus efectos. Posteriormente, los animales fueron tratados con
aripiprazol, que, al ser combinado con anfetamina, generd una reduccion significativa de la
locomocidén en los ratones controles. Por el contrario, los ratones mutantes condicionales
mostraron solamente una reduccion parcial en la locomocion total. Mas aun, la
administracién de aripiprazol en combinacién con MK-801 en ratones controles genero una
reduccion significativa de la locomocién, mientras que los mutantes condicionales fueron

completamente refractarios al tratamiento con aripiprazol (figura 29).
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Figura 29. Respuesta diferencial al aripiprazol de los mutantes condicionales. Locomocién en el campo
abierto luego de la administracion de anfetamina (Smg/kg, IP) (A, B) o MK-801 (0,2mg/kg) (C, D), y el efecto
de risperidona (0,025mg/kg) (A, C) o aripiprazol (0,6mg/kg) (B, D). Efecto combinado de risperidona y
anfetamina (A), risperidona y MK-801 (C), aripiprazol y anfetamina (B) y aripiprazol y MK-801 (D) en animales
controles y mutantes condicionales. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001, ns, no significativo. ANOVA de una via

con el test post hoc de Bonferroni, n= 12-14 animales por grupo (A-D).
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Utilizacion del modelo animal carente del DRD2 para el disefio de un tratamiento

farmacolégico durante la etapa periadolescente

Uno de los grandes impedimentos para el desarrollo de nuevas terapias es la falta de
entendimiento de los mecanismos que subyacen a la patologia de la esquizofrenia, lo que
resulta en una carencia de blancos moleculares para prevenirla o eventualmente tratarla

(Jones, Watson, and Fone 2011).

La transicion entre la adolescencia y la adultez resulta un periodo critico y vulnerable
durante el neurodesarrollo para la aparicién de enfermedades psiquiatricas. Parte de los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los mutantes condicionales del receptor
D2 despliegan un sistema dopaminérgico hiperactivo. Por ello, se diseno un experimento
para estudiar qué ocurriria en los ratones mutantes condicionales tras el tratamiento
cronico con risperidona, muy utilizada como tratamiento para pacientes con esquizofrenia,
durante un periodo ventana de la pubertad. Por consiguiente, se trataron a los animales
controles y mutantes condicionales durante 15 dias con risperidona (figura 30), en donde
se controlo el normal crecimiento de los animales por la edad e independientemente del

tratamiento (risperidona o solucion salina).
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Figura 30. Disefio experimental del tratamiento crdnico realizado con Risperidona. Administracion del
antagonista por 15 dias, de P30 a P45. A P47 se realizd la medicién de la locomocion. En P60 se volvid a realizar
la medicién.

Se realizd la medicidon de la locomocion total en el campo abierto y se observé que a P30,
previo al inicio del tratamiento crénico con risperidona, no se presentaron diferencias entre
genotipos y grupos (figura 31 A). A continuacion, se estudié la locomocién en P>60 y se
observé una disminucion en la locomocion de los mutantes condicionales adultos tratados
con risperidona, los cuales no exhibieron la hiperlocomocion que fue caracterizada
previamente en este trabajo en los animales carentes del DRD2 en las IPV (ver Parte |,
figura 9 D, Ey F). Ademas, se midio el peso de los animales y no se presentaron diferencias
entre genotipos, exhibiendo un crecimiento normal tanto en el grupo salina como en el
grupo risperidona. Observamos que los animales mutantes condicionales adultos tratados
con solucion salina no exhibieron la hiperlocomocion caracterizada previamente. Este fue
un resultado inesperado y podria ser debido al efecto del estrés que sufrieron los animales

durante los 15 dias del tratamiento. Dicho tratamiento, podria haber resultado en
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adaptaciones que llevaron a que el animal no presente hiperactividad en el estadio adulto,

como fuera descripto previamente (figura 31 B).
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Figura 31: Locomocion en campo abierto luego del tratamiento con risperidona. Los animales en P30 no
exhibieron diferencias entre grupos y genotipos (A). Los animales mutantes condicionales adultos (P260) no
exhibieron la locomocidn caracteristica luego del tratamiento con risperidona 0,025mg/kg. ns=no
significativo, Anova de una via con test Bonferroni como post hoc. N=7-10 animales por genotipo.

Seguidamente, administramos anfetamina a los animales tratados con risperidona durante
la adolescencia para evaluar si presentaban hipersensibilidad (ver Figura 23). En el grupo
que fue tratado con solucion salina, no se observaron diferencias significativas al tratarlos
con anfetamina, es decir, que los mutantes condicionales no fueron hipersensibles a la
droga. Por otro lado, en el grupo tratado con risperidona, los animales mutantes
condicionales presentaron una locomocion significativamente menor respecto de la de los
animales control (figura 32). Este efecto fue inesperado y requerira de una mayor cantidad

de experimentos para entender los mecanismos que llevan a este fenémeno.
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Figura 32. Locomocion en campo abierto tras el
desafio con anfetamina, posterior al tratamiento
cronico con risperidona. Los animales sin
tratamiento (salina) no exhibieron diferencias en la
locomocion total tras la dosis simple de anfetamina
5mg/kg. Los animales mutantes condicionales
tratados de manera crénica con risperidona
0,025mg/kg exhibieron una locomocion
significativamente menor que los controles, luego
de |la administracion de anfetamina, no exhibiendo
la hipersensibilidad previamente observada.
*P<0.05, Anova de una via con el test Bonferroni
como post hoc. N= 7-8 animales por grupo y
genotipo.

Los resultados obtenidos en esta seccién demuestran que para el aripiprazol, la expresion

del DRD2 especificamente en las IPV resulta crucial para su efectividad. Por otro lado, el

tratamiento cronico con risperidona en el periodo peripubertal provoco la pérdida de la

hipersensibilidad a la anfetamina previamente observada. Por ello, sera necesario ahondar

en mas experimentos para acercarnos a algtin tipo de intervencion que permita paliar los

sintomas en la etapa adulta.
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Discusidn

La esquizofrenia, al dia de hoy, continla siendo una enfermedad devastadora de origen
desconocido, con un impacto social y econémico muy importante. Hasta el momento, el
diagnostico se basa principalmente en la aparicion de sintomas positivos como
alucinaciones y delirios. Para su tratamiento, se utilizan los antipsicéticos, que
generalmente son antagonistas del receptor de dopamina D2. Lamentablemente no existen

marcadores bioldgicos certeros que permitan predecir esta enfermedad de forma de

comenzar con algun tipo de tratamiento en forma temprana.

Para poder entender cual es el origen de esta enfermedad, se han desarrollado distintos
modelos animales los cuales han sido clasificados como farmacologicos, genéticos o por
lesiones. Un modelo clasico farmacoldgico es la administracion crénica de anfetamina,
simulando los aspectos psicoticos de la enfermedad (R. Chen et al. 2007a). Dentro de los
modelos de lesiones, podemos citar al que resulta de la administracion en periodos
embrionarios del agente metilante acetato de metilazoximetanol, que presentd una
pérdida en el nimero de IPV y fenotipos reminiscentes a la esquizofrenia en la adultez (Du
and Grace 2016). También existe otro modelo muy afianzado por el que se producen
lesiones en el hipocampo ventral en ratones neonatos por medio del acido iboténico,
resultando en fenotipos caracteristicos solo en la adultez (Kuei Y Tseng, Chambers, and
Lipska 2009). Con el advenimiento de las manipulaciones genéticas, fue posible eliminar
genes de forma muy precisa. Por medio de dicha aproximacion experimental se logro la
delecién selectiva de la subunidad NR1 del NMDAR de un 40-50% de las interneuronas del

hipocampo, en un estadio temprano del desarrollo, que presentd fenotipos similares a los
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observados en la esquizofrenia en edad adulta con interneuronas de PV principalmente
afectadas (Belforte et al. 2010). Posteriormente, la eliminacién selectiva de la subunidad
NR1 de las interneuronas de PV mostraron alteraciones en las oscilaciones gamma y el
comportamiento de ratones (Carlén et al. 2012), asi como también |a delecidn selectiva del
receptor Erbb4 genero caracteristicas reminiscentes a la fisiopatologia de |a esquizofrenia
(del Pino et al. 2013). Cada uno de estos trabajos sustenta diferentes aspectos de las
hipdtesis acerca del origen de esta enfermedad, pero el andlisis de estos y otros trabajos no
mencionados en esta tesis nos permiten concluir que existen aspectos en comun que son
recurrentes para comenzar a entender esta enfermedad y que hacen posible que nos
centremos en: las interneuronas de parvalbimina, el receptor dopaminérgico D2, el
receptor de NMDA, el hipocampo ventral, la corteza prefrontal y el cuerpo estriado, todo

surcado por el sistema dopaminérgico.

En este trabajo se generd una linea mutante condicional de ratdn que presenta la delecion
selectiva del receptor de dopamina D2 en las interneuronas de parvalbimina. El DRD2
resulta el blanco principal de los antipsicéticos, y las interneuronas de PV son las neuronas

GABAérgicas que se encuentran mayormente afectadas en pacientes con esquizofrenia.

Los primeros sintomas visibles de la enfermedad se presentan en la adolescencia tardia o
adultez temprana. Se comenzdé con el andlisis comportamental en el modelo animal a
estudiar con animales jovenes de dia post natal 30 (P30) y adultos de P60. Los animales
jovenes controles y mutantes condicionales no exhibieron ningun tipo de déficit de
comportamiento. Por el contrario, los animales adultos mutantes condicionales exhibieron

una actividad locomotora incrementada, una reduccion en los niveles de ansiedad, un
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incremento en la predisposicion al riesgo, déficits de tipo cognitivos, vulnerabilidad al estrés
y motivacién reducida; siendo en conjunto conductas reminiscentes a la esquizofrenia. La
hiperlocomocion suele asociarse con los sintomas psicoticos, las deficiencias en el laberinto
en cruz elevado y en el estudio de reconocimiento del objeto novedoso, con déficits
cognitivos y los problemas en el anidamiento, con los negativos. Todos ellos se ven
atravesados por la vulnerabilidad al stress. Por lo tanto, esta linea mutante reproduce
observaciones que pueden emparentarse a aquellas que son cominmente descriptas en
pacientes. Ademas, la aparicion de dichos fenotipos solo en etapas adultas refuerza el
paralelismo con lo que ocurre en humanos y constituiria una caracteristica distintiva y
novedosa de este animal mutante condicional en comparacién con otros modelos animales

utilizados para estudiar la esquizofrenia.

Esta ampliamente aceptado que la corteza prefrontal constituye el centro fundamental de
los procesos cognitivos. Estudios post mortem de cerebros humanos de pacientes con
esquizofrenia han demostrado una expresién reducida de marcadores GABAérgicos como
GAD67 y PV, asi como un numero reducido de conexiones sinapticas (Le Magueresse and
Monyer 2013). En este trabajo se llevé a cabo un estudio exhaustivo de la corteza prefrontal
para determinar las alteraciones producidas por la eliminacion selectiva del DRD2 de las
interneuronas de PV. Mediante el estudio de los niveles de ARNm de varios marcadores
moleculares relevantes para la enfermedad se encontré una drastica reduccién en los
niveles de GAD67, PV, DRD1, DRD2 y NR2B en los mutantes condicionales respecto de los
controles. Se observaron reducidos los niveles de |a proteina Gsk3B, implicada en la cascada

de serializacion del DRD2 y como fue reportado en humanos, una reduccion en la densidad
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de espinas dendriticas, un excesivo acople entre las frecuencias alfa y gamma, indicando
una actividad oscilatoria alterada. Todos estos resultados son compatibles con los
reportados a partir de estudios realizados en pacientes que padecen esquizofrenia, es decir,
que la eliminacion selectiva del DRD2, ademas de reproducir temporalmente la aparicion
de fenotipos conductuales, reproduce observaciones celulares, moleculares y fisiologicas

de la enfermedad en la corteza prefrontal.

El deshalance en la neurotransmision dopaminérgica entre la corteza prefrontal y el
estriado es el sustento de la versién mas actual de la hipotesis dopaminérgica, el cual
constituye un hallazgo recurrente en pacientes. En este trabajo estudiamos los niveles del
neurotransmisor dopamina y sus metabolitos, y determinamos que existe una reduccion
significativa en la corteza prefrontal de los mutantes condicionales con un concomitante
aumento del metabolito DOPAC en el estriado, lo que indicaria un incremento en la
neurotransmision en dicha regién. Por o tanto, esta delecion selectiva del DRD2 reproduce
también dicho desbalance, reforzando la potencialidad de la linea mutante como un modelo

de la enfermedad.

La administracion cronica de anfetamina en roedores genera una respuesta
hiperlocomotora, generalmente asociada a los aspectos psicoticos de la enfermedad
(Angrist et al. 1974; R. Chen et al. 20073a; Janowsky et al. 1973). En este trabajo se trataron
a los animales con una dosis unica de anfetamina, resultando en un fenotipo
hiperlocomotor exacerbado en los mutantes condicionales en relacion alos controles. Estos
resultados indican que para que se haya dado esa hipersensibilidad debe haberse

desarrollado un mecanismo enddgeno de sensibilizacion previo a la administracién de la
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droga, a lo largo de la transicidn entre adolescencia y la adultez, que desencadena dicha
hipersensibilidad. Este mecanismo deberia involucrar a una desregulacién e hiperactividad

del sistema dopaminérgico.

Ha sido previamente demostrado que el agonismo sobre el receptor D2 produce una
activacion de las interneuronas de PV, solo en animales adultos. Dicha activacion produce
un aumento en la actividad inhibitoria que redunda en una disminucion de la excitacion de
las neuronas piramidales (Kuei Y Tseng and QO’Donnell 2007). Por medio de una
aproximacion electrofisiolégica, determinamos que los animales mutantes condicionales
presentan una actividad inhibitoria de las IPV del hipocampo ventral significativamente
reducida. Asimismo, se encontré que el balance E/I se encuentra incrementado en el vHip
de los mutantes condicionales, dado por la mencionada disminucién de la inhibicién. Estos
resultados sugieren que ante una activacion de las IPV via DRD2, la respuesta normal
resultaria en la inhibicion de las NPi del vHip. En contraste, en los mutantes condicionales
esta inhibicidn estd alterada vy las NPi podrian encontrarse hiperactivas, lo que podria
provocar un incremento en la liberacion de dopamina de las neuronas del mesencéfalo en
los ratones mutantes. En dicho contexto, la reduccion en la expresion del mensajero de
GADG67 y PV es concordante con una inhibicién atenuada, ya que la expresion de dichos

genes depende de la actividad neuronal.

Se ha demostrado previamente que lesiones neonatales en el hipocampo ventral resultan
en la expresion de fenotipos reminiscentes a la esquizofrenia en animales adultos y estas
alteraciones afectaron principalmente a la poblacion de interneuronas de PV (Du and Grace

2016). También se ha sido ampliamente reportado que las alteraciones en las interneuronas
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de PV son centrales en la etiologia de |a esquizofrenia. Modelos genéticos con deleciones
especificas de receptores de las IPV han exhibido caracteristicas reminiscentes a la
patofisiologia de la enfermedad (del Pino et al. 2013). Los resultados obtenidos a lo largo
de esta tesis refuerzan esta idea y demuestran que la sefializacion alterada del DRD2 en las

IPV conlleva a fenotipos reminiscentes a la esquizofrenia.

Una neurotransmision dopaminérgica a niveles fisioldgicos en el vHip promoveria la
actividad inhibitoria de las IPV sobre las NPi. A su vez, una actividad reducida de las NPi
podria subsecuentemente limitar el nimero de neuronas dopaminérgicas reclutadas para
disparar y liberar dopamina de la VTA. Debido a que la delecion selectiva del DRD2 de las
IPV ocasioné una actividad inhibitoria reducida, como consecuencia, las neuronas
piramidales estarian liberadas de la inhibicidn ejercida por las IPV, incrementando en
general su actividad y por lo tanto generando un incremento en el reclutamiento de
neuronas dopaminérgicas que se encuentran disparando de manera ténica en la VTA,
resultando asi en un incremento de la liberacién fasica de dopamina por estimulos del
entorno. La adolescencia constituye un periodo vulnerable para el desarrollo de numerosas
enfermedades psiquiatricas. Las disrupciones que se generen en el mecanismo inhibitorio
durante este periodo podrian llevar a un sistema dopaminérgico hiperactivo que presenta
una respuesta dopaminérgica exacerbada como respuesta a los estimulos, teniendo un
impacto de magnitud en regiones que presentan elevada inervacion dopaminérgica, como
la CPF y el estriado. Por ello, creemos que se hay evidencias que indican que en el mutante
condicional para el DRD2 existen mecanismos que llevan a una hiperactividad del sistema

dopaminérgico a lo largo de la etapa final del desarrollo cerebral. Dicha hiperactividad
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produciria los fenotipos observados como consecuencia de compensaciones genéticas
tendientes a mitigar dicha hiperactividad. La reduccidn de la expresién de mensajeros de
receptores de dopamina (DRD1 y DRD2) podria ser una muestra del elevado tono
dopaminérgico. Una vez alcanzada la adultez, esos mecanismos ya han sido afianzados y el

circuito neuronal se estabiliza de manera patologica.

Los antipsicéticos constituyen el tratamiento por excelencia prescripto para los pacientes
con esquizofrenia, més alla de que su mecanismo de accién preciso no es completamente
comprendido atn. En general, los antipsicéticos exhiben antagonismo sobre los receptores
de dopamina D2, quienes acotarian el exceso dopaminérgico, revirtiendo de manera exitosa
los sintomas positivos de la enfermedad. El aripiprazol constituye una excepcion dentro de
la farmacologia de los antipsicoticos, ya que es un agonista parcial del DRD2. Por ello,
resulta paradojico como un agonista del receptor DRD2 puede mejorar la sintomatologia de
pacientes cuando ellos presentan un exceso dopaminérgico. Los experimentos de
farmacologia realizados en el presente trabajo demostraron que la accion de la risperidona
no requiere la expresion del DRD2 en las IPV. En contraposicion, el aripiprazol demostro que
para su efectividad es necesaria la presencia y la funcionalidad del DRD2 en este tipo de
interneurona GABAérgica, para asi poder recuperar el fenotipo hiperlocomotor. De esta
manera, se puede inferir gue promoviendo la actividad inhibitoria de las IPV a través del
agonismo via DRD2 como con el aripiprazol, se podria reducir la actividad excesiva de las
NPi, llevando a la poblacion de neuronas dopaminérgicas de la VTA con patrones de disparo
a niveles fisiolégicos. De los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral, resulta

posible hipotetizar que el tratamiento crénico con un antipsicético con un perfil antagonista
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clasico del DRD2, como la risperidona, podria efectivamente bloquear el exceso de
dopamina liberada para aliviar los sintomas psicdticos, pero al mismo tiempo limitaria la
actividad inhibitoria de las IPV en el hipocampo, promoviendo la activacion de las NPi y
reforzando asi una liberacion anormal de dopamina por parte de las neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo, perpetuando un sistema dopaminérgico desregulado. En
contraste, la modulacion de la excitacion de las NPi en niveles fisiologicos, a través de un
farmaco que genere la activacién especifica de las IPV en el vHip podria ser el blanco para
tratar la enfermedad, de forma de limitar la actividad de la poblacion de neuronas
dopaminérgicas en el mesencéfalo y, por lo tanto, la liberacion de dopamina.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis, creemos que la
delecion del receptor de dopamina D2 selectivamente de las interneuronas de
parvalbumina podria constituirse como un modelo murino de la esquizofrenia. El mismo
presenta la aparicion de fenotipos conductuales reminiscentes a dicha enfermedad a partir
de la adultez, desinhibicion hipocampal, desbalance dopaminérgico, hipersensibilidad a la
anfetamina, reduccion de marcadores inhibitorios, reduccion de los niveles de Gsk3B, entre
otros. Por ello, nos propusimos evaluar si la inhibicion del tono dopaminérgico en una etapa
vulnerable del desarrollo, como lo es la adolescencia, podria incidir en los fenotipos
observados en la adultez. El tratamiento crénico con el antagonista clasico del DRD2, la
risperidona, durante 15 dias de la etapa adolescente, resulto en una pérdida del fenotipo
hiperlocomotor observado previamente. Sin embargo, el grupo tratado con solucidn salina,
en donde hubiera sido esperable observar una hiperactividad locomotora, tampoco

desarrollo hiperlocomocién. Este fue un resultado inesperado, pero podria ser atribuido a
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una adaptacion al stress cronico que sufrio el animal durante el tratamiento en la etapa
adolescente. Posteriormente, decidimos evaluar si los animales tratados aun presentaban
hipersensibilidad a la administracion de una dosis Unica de anfetamina. En el grupo tratado
con solucion salina, no se vieron diferencias significativas. En contraste, en los animales
tratados con risperidona durante la adolescencia, la locomocidn total desplegada por los
mutantes condicionales fue significativamente menor a la de los controles. Por lo tanto, el
tratamiento podria tener algtin efecto para compensar uno de los fenotipos observados en
dichos animales. Sin lugar a dudas, serd necesario abordar una mayor cantidad de
experimentos sobre esta linea murina para evaluar alternativas que nos acerquen a un

posible tratamiento de forma de paliar esta enfermedad.
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Conclusion

La linea mutante condicional que presenta la delecion selectiva del receptor de dopamina
D2 recapitula aspectos de la hipotesis dopaminérgica, GABAérgica y glutamatérgica de la
esquizofrenia.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la alteracién en la sefalizacion
del receptor de dopamina D2 de las interneuronas de parvalbimina genera una
desregulacion del sistema dopaminérgico, ocasionando asi fenotipos reminiscentes a la
esquizofrenia, con un inicio de los sintomas desde |a adultez, siguiendo el mismo patron de
expresion que en pacientes con esta enfermedad.

Esta linea mutante condicional podria ser utilizada como un nuevo modelo animal para
estudiar la esquizofrenia, resultando en una herramienta muy util para indagar sobre
aspectos desconocidos de la desregulacion del sistema dopaminérgico en relacion a estay
otras enfermedades psiquidtricas. Resulta necesario profundizar la investigacion en la
sefalizacion rio abajo del receptor de dopamina D2 en este tipo particular de interneuronas,
con el objetivo de identificar nuevos blancos moleculares para tratar de modular la

actividad inhibitoria de las mismas.
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