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Introduccion. La importancia de las células gliales en la
funcion del sistema nervioso y en su patologia ha sido objeto
de multiples estudios en los Gltimos afios. Concretamente se de-
bate su papel en la accion de los antipsicoticos. Nuestro estudio
analiza la reactividad glial en ratas tratadas con antipsicoticos.

Metodologia. En un primer estudio ultraestructural del
nucleo arcuato del hipotalamo, los animales fueron tratados
con clorpromacina durante 40 dias, sacrificandose al final
del tratamiento y tras 20 dias de descanso. En otra serie de
estudios, con el microscopio de luz y con técnicas inmuno-
histoquimicas valoramos la reaccion a la proteina glial fibri-
lar acida (GFAP) en seis regiones del sistema nervioso central
de ratas tratadas con antipsicoticos tipicos y atipicos.

Resultados. Con el microscopio electronico, las ratas
tratadas mostraron una reduccion significativa de las sinap-
sis axosomaticas sobre las neuronas del nucleo arcuato del
hipotalamo, asi como un incremento de la presencia glial
evidenciable por la mayor cantidad de laminillas de astro-
citos. Las modificaciones mencionadas son reversibles, ten-
diendo a normalizarse en los animales sacrificados a los 20
dias de finalizado el tratamiento. En el estudio inmunohis-
toquimico la reaccion astrocitaria fue muy importante en el
territorio del nicleo accumbens con todos los antipsicdticos,
moderada en la corteza cingular, aunque solo con los atipi-
cos, y discreta en el resto de las regiones.

Conclusiones. Nuestros resultados confirman que las
células gliales son diana de los antipsicaticos, lo que ha de
contribuir a entender mejor la accion de estos farmacos y el
papel de las células gliales en el normal funcionamiento del
sistema nervioso y en la enfermedad mental.
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Glial reactivity after antipsychotic treatment.
An experimental study in rats and its
implications for psychiatry

Introduction. The importance of the glial cells in the
function of the nervous system and in its pathology has
been the object of multiple studies in the last years.
Specifically, their role in the action of the antipsychotics
is debated. Our study has analyzed glial reactivity in rats
treated with antipsychotics.

Methodology. In a first ultrastructural study of the
arcuate nucleus of the hypothalamus, the animals were
treated with chlorpromazine for 40 days, and were
sacrificed at the end of the treatment, after 20 days of rest
without treatment. In another series of studies, with the
light microscope and immunohistochemistry we evaluated
the immunoreactivity of the glial fibrillary acidic protein
(GFAP) in six regions of the central nervous system of
rats treated with typical and atypical antipsychotics.

Results. With the electron microscope, the animals
treated with chlorpromazine showed a significant
reduction of the axosomatic synapses on the neurons of
the hypothalamic arcuate nucleus and an increase of glial
presence, as noted by the greater amount of astrocyte
processes. The mentioned modifications were reversible,
tending to normalize in a group of animals sacrificed 20
days after completion of the treatment. In the
immunohistochemical study, the glial reaction was
important in the territory of the nucleus accumbens with
all the antipsychotics, moderate in the cingulate cortex,
although only with atypical antipsychotics, and scarcely
significant in the rest of the regions.

Conclusions. Our results confirm that the glial cells
are targets of the antipsychotic action, and this will allow
us to better understand the action of these drugs and the
role of the glial cells in the normal function of the nervous
system and in the mental disease.
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INTRODUCCION

A mediados del siglo XIX, Virchow describio por prime-
ra vez la glia, asignandole un papel de cemento neuronal
("nerveglue"); desde entonces, durante mas de un siglo se
han conocido muchos datos sobre estas células, aunque
siempre prevalecio la vision que les asignaba un papel se-
cundario, al servicio de las neuronas. En el sistema nervioso
central (SNC) se distinguen la astroglia, la oligodendroglia
y la microglia, siendo el primero de los tipos (los astrocitos)
el mas polivalente y el que mantiene una relacion mas es-
trecha con las neuronas.

Centrandonos ya en los astrocitos recordemos que has-
ta hace pocos afnos se admitia su participacion en funciones
de cierta importancia (sostén, aislamiento o nutricion de las
neuronas, y guia de las mismas cuando migran a sus destinos
durante el desarrollo; captacion y eliminacion de transmisores
liberados en las sinapsis; regulacion de los niveles extracelu-
lares de iones, participacion en la formacion de la barrera he-
matoencefalica, etc.) pero accesorias, por cuanto dejaban fue-
ra la funcion principal de procesamiento de la informacion.

Pero esto también esta cambiando. En los ultimos afos
se han identificado diferentes formas de intercambio de se-
fiales, en ambos sentidos, entre neuronas y células gliales'*.
Hoy sabemos que las células macrogliales, y en especial los
astrocitos, expresan canales ionicos y receptores acoplados
a proteinas G, asi como receptores para muchos de los neu-
rotransmisores, lo que les permite recibir informacion de
las neuronas vecinas. En respuesta a dicha informacion las
células gliales modifican sus niveles de calcio y secretan al
espacio extracelular sus propios mensajes (glutamato, pros-
taglandinas, oxido nitrico, ATP o factores de crecimiento),
que alcanzan a otras células gliales asi como a las neuronas
proximas, modulando su actividad (gliotransmision)®”.

Particularmente relevante es la evidencia de que la glia
desempefa un papel activo en la formacion, maduracion,
mantenimiento y nivel de actividad de las sinapsis®'", hasta
el punto de que sin glia las neuronas no pueden cumplir
sus funciones. Por si todo lo sefialado no fuera suficiente,
sabemos también que las denominadas células madre (stem)
neurales son de estirpe glial (o al menos comparten ciertos
marcadores con la glia), manteniendo la capacidad de gene-
rar nuevas células gliales y neuronas en algunos territorios
del SNC como la zona subventricular o el hipocampo'. El
nuevo paradigma sefiala que la unidad funcional del sistema
nervioso no es simplemente la neurona sino que esta forma-
da por la asociacion de neurona y glia.

Como consecuencia de estos avances, que ponen de ma-
nifiesto la importancia de la glia en todas las funciones del
sistema nervioso, se hace también patente que las altera-
ciones de las células gliales estan en el origen o tienen rela-
cion con muchas enfermedades de dicho sistema nervioso.

Asimismo nos planteamos que la glia puede ser diana de los
farmacos empleados en el tratamiento de las enfermeda-
des neurologicas y mentales, tanto de los que ya se utilizan
como de los que puedan disefiarse en un futuro.

Con estos antecedentes nos propusimos estudiar la re-
percusion que el tratamiento antipsicotico tiene sobre la re-
lacion glia-neurona, sobre las conexiones sinapticas y sobre
las células gliales. Este estudio pretende mejorar nuestro co-
nocimiento de la accion de los antipsicoticos y del papel de
la glia en los procesos mentales.

METODOLOGIA

Todos los animales empleados en el presente estudio
han sido tratados de acuerdo con las directrices de la CE y el
gobierno de Espafa relativas al cuidado de los animales de
experimentacion. Hemos utilizado ratas albinas Wistar. To-
dos los animales han estado sometidos desde el nacimiento a
un ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, en una habitacion con
temperatura constante (18-20°C) y humedad controlada, y
han dispuesto de alimento y agua ad libitum.

Los grupos de animales, tanto tratados como controles,
fueron de cinco individuos salvo que se indique otra cosa.
Para estudiar con el microscopio electronico el nucleo ar-
cuato del hipotdlamo de ratas tratadas con clorpromacina
durante 40 dias, los animales, machos adultos, fueron dividi-
dos en los siguientes grupos: ratas tratadas (inyeccion diaria
intramuscular), ratas controles (inyeccion intramuscular de
agua destilada) y ratas que fueron tratadas y sacrificadas a
los 20 dias de finalizado el tratamiento (tratadas mas des-
canso), con el objeto de analizar la reversibilidad de los po-
sibles cambios. La dosis de clorpromacina administrada se
establecio de manera progresiva, pasando de 8 a 14 mg/K
peso/dia entre los dias uno y trece de tratamiento, lo que
corresponde a un rango alto de las dosis empleadas en hu-
manos. Previa anestesia los animales fueron perfundidos por
via vascular con glutaraldehido al 2% y paraformaldehido
al 2% en tampon fosfato 0,1M, pH 7,4. Posteriormente los
hipotalamos de todos los animales fueron deshidratados en
incluidos en araldita. Los cortes ultrafinos se estudiaron y
micrografiaron en un microscopio electrdnico Zeiss EM 900.

En estos animales también cuantificamos las sinapsis
axosomaticas sobre las neuronas arcuatas. Para ello de cada
uno de los animales seleccionados se eligio al azar una rejilla
y efectuamos el contaje en la propia pantalla del microsco-
pio, al nivel de magnificacion de 30.000X. Decidimos prestar
atencion a las sinapsis axosomaticas, por lo que los valores
son expresados como nimero de sinapsis/soma neuronal, para
lo cual tuvimos especialmente en cuenta el que dichos somas
neuronales constituyesen una poblacion homogénea y com-
parable. Por ello se contaron Unicamente aquellos somas de
un tamano similar en los que el nucleo celular estuviese bien
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representado en el corte. Para el tratamiento de los datos ob-
tenidos, se utilizo el Analisis de la Varianza (ANOVA).

En otra serie de experimentos los animales fueron tra-
tados durante 30 dias con clomipramina y con antipsicoticos
tipicos (clorpromacina, haloperidol) y atipicos (risperidona,
olanzapina, ziprasidona). Todos los cerebros de los animales,
tratados y controles, fueron incluidos en parafina segun las
técnicas convencionales de microscopia dptica. Los cortes
coronales del SNC fueron tefidos por métodos inmunohis-
toquimicos para poner de manifiesto la presencia de pro-
teina glial fibrilar acida (GFAP) en los siguientes territorios:
estriado, hipotalamo, hipocampo, corteza cingular, amigdala
y nucleo accumbens. El antisuero primario fue obtenido de
Dako; como reactivos secundarios empleamos el kit EnVision
doublestain system de Dako. Como test de control se omitio
el antisuero primario o se sustituy6 por suero normal. Los
cortes tefidos fueron estudiados y fotografiados en un mi-
croscopio Nikon Eclipse90i.

RESULTADOS

Estudio ultraestructural de las ratas tratadas con
clorpromacina

De los hallazgos que se evidencian con el microscopio
electronico el mas llamativo es, a nuestro juicio, la notable
presencia de células gliales y, especialmente, el desarrollo de
las prolongaciones o laminillas de los astrocitos que envuel-
ven a los somas neuronales (fig. 1A) formando, en ocasiones,
varias capas que parecen aislar y desconectar a las neuronas
(fig. 1B). También es habitual observar dendritas completa-
mente envueltas por laminillas gliales.

El contaje de las sinapsis axosomaticas se efectuo sobre
unas 100 neuronas arcuatas por grupo de ratas y se expresa,
por tanto, como numero de contactos sindpticos por soma
neuronal. La figura 2 resume los datos de los distintos gru-
pos de animales identificados como C (controles), T (trata-
dos), C+D (controles que descansaron 20 dias antes del sa-
crificio), y T+D (tratados con clorpromacina y sacrificados a
los 20 dias de finalizado el tratamiento. Resulta llamativa la
reduccion del numero de sinapsis consecutivo al tratamiento
antipsicotico (de 5,86 a 2,35 como promedio por neurona)
asi como la recuperacion parcial en las ratas que descansa-
ron antes del sacrificio (hasta 4,1).

Estudio inmunohistoquimico de la reactividad
glial

Como sefalamos en el apartado de material y técnicas
hemos analizado la reactividad a la GFAP en seis grandes
regiones del SNC (hipotalamo, amigdala, corteza cingular,
hipocampo, estriado y accumbens) en ratas controles y tra-

Las neuronas se encuentran rodeadas por
laminillas gliales que las aislan.

Ultraestructura de las neuronas arcuatas
de ratas tratadas con clorpromacina

Figura 1

[ ne sinapsis
ax-som

(o T C+D T+D

C = controles; T = tratados; C+D = controles sacrificados tras descanso;
T+D = tratados sacrificados tras descanso.

Figura 2 Cuantificacion de las sinapsis axo-somaticas
sobre las neuronas del ntcleo arcuato de

ratas tratadas con clorpromacina
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Control

2A'y B corresponden a hipotalamo; 2C y D corresponden a estriado.
Se han enmarcado territorios similares para su comparacion.

Tratado
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En 3A'y B los cortes son del cdrtex cingular; los cortes de 3Cy
D son del territorio del nucleo accumbens. Se han enmarcado
territorios similares para su comparacion

Inmunorreactividad a GFAP en ratas
tratadas con risperidona

Figura 3

Inmunorreactividad a GFAP en ratas
tratadas con risperidona

Figura 4

tadas con dos antipsicoticos tipicos (clorpromacina y halo-
peridol) y tres atipicos (risperidona, olanzapina y ziprasido-
na). Hemos obtenido un gran numero de imagenes, por lo
que no pueden mostrarse todas y nos limitaremos a elegir
unos cuantos ejemplos representativos.

Tal vez la mejor manera de expresar los resultados sea
en el resumen comparativo que se ofrece en la tabla 1, en
el cual se valora la reactividad a la proteina glial en relacién
con los controles, segun nuestra experiencia y como prome-
dio de toda la iconografia efectuada. Como puede apreciar-
se, todos los antipsicoticos producen un incremento notable
del marcaje en el nuicleo accumbens, y moderado en hipota-
lamo y corteza cingular. La reaccion glial es mas discreta en
otros territorios como la amigdala y el hipocampo, asi como
en el estriado, donde parece ser mayor tras el tratamiento
con haloperidol.

En las figuras 3 y 4 se ilustran nuestros resultados tras
la administracion de risperidona (la tabla 1 muestra que re-
sultados muy semejantes se obtuvieron tras el tratamiento
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con olanzapina o ziprasidona). En estas figuras la imagen
correspondiente al animal tratado se situa a la izquierda de
la obtenida de la rata control. Para hacer mas sencilla la
comparacion hemos enmarcado territorios similares a los
mismos aumentos en ambos grupos. La figura 3 (2A y B)
compara la reaccion a la GFAP en el hipotadlamo mediobasal,
concretamente en el nucleo arcuato. Las prolongaciones de
los astrocitos, especialmente las que rodean los vasos, son
mas evidentes en las ratas tratadas. En la figura 3 (2C y D)
se ilustra la glia reactiva en el estriado, pudiendo comprobar
que no hay diferencias en esta region entre las ratas contro-
les y las tratadas con risperidona.

En la figura 4 resumimos los hallazgos en la corteza cin-
gular (3A, B) y en el nicleo accumbens (3C, D). En los ani-
males controles, las células marcadas con GFAP son escasas
en la corteza cingular dorsal a la parte anterior del cuerpo
calloso (fig. 4, 3B), donde se aprecia una reaccion moderada
en las capas mas superficiales, pero muy escasa en las capas
mas profundas. Los mismo puede decirse de la region del nu-
cleo accumbens ventral a la comisura blanca anterior (CBA)
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Tabla 1

Resumen de la reactividad a GFAP tras los diferentes tratamientos

Estriado Accumbens Hipocampo Amigdala Corteza Hipotalamo
cingular
Clorpromacina - +++ - = _
Haloperidol de 4t + 44 _ _ _
Risperidona + +++ + + ++ ++
Olanzapina - +++ + + ++ +
Ziprasidona + +++ + + ++ ++

- Sin diferencias apreciables con el control; + Reactividad incrementada discretamente; ++ Reactividad incrementada moderadamente;

+++ Reactividad muy incrementada

(fig. 4, 3D). Por el contrario, en las ratas tratadas con Rispe-
ridona durante 30 dias, en imagenes similares a las mostra-
das para las ratas control, las células gliales son mucho mas
numerosas en los mismos territorios (fig. 4, 3A y 3C), si bien,
en el accumbens, el marcaje predomina en la zona ventral a
la CBA, y en la corteza frontal el incremento en el numero
de astrocitos se limita a las capas profundas de la corteza, no
apreciandose diferencias en las capas mas superficiales.

DISCUSION

A medida que la glia adquiere protagonismo vy el reco-
nocimiento que se debe a su importante papel funcional, se
hace evidente que estas células tienen mucho que decir en
la patologia neurologica y mental (su afectacion puede ser
determinante para el desarrollo de la enfermedad) asi como
en la terapia con que se hace frente a estos trastornos.

Hace tiempo que es sabido que el tratamiento antip-
sicotico determina un incremento de la presencia glial™ ',
aunque inicialmente no se dio importancia a este hallazgo
dentro del paradigma dominante. Sin embargo, con los co-
nocimientos actuales, que demuestran que las células gliales
reqgulan el microambiente y casi todas las funciones neuro-
nales; sabiendo que las células gliales tienen receptores para
muchos neurotransmisores, lo que las convierte en diana
de los psicofarmacos, es necesario revisar y hacer un nuevo
planteamiento de los viejos problemas.

En la literatura se encuentran numerosos trabajos que
describen un déficit de glia en la esquizofrenia''8. Para ilus-
trar la importancia del papel que pueden jugar las células
gliales, concretamente los astrocitos, en esta enfermedad,
vamos a revisar algunas propuestas recientes de su posible
papel'™. Las hipdtesis que han intentado explicar la fisiopa-
tologia de este mal tienen su origen en la farmacologia. Asi
la hipotesis hiperdopaminérgica procede, sobre todo, de la
identificacion del bloqueo de receptores D2 como mecanis-
mo de accion de los primeros antipsicoticos, y es apoyada por

el hecho contrastado de que los estimulantes que acttan via
dopamina (anfetaminas) pueden producir signos de psicosis
en individuos normales, asi como exacerbar los sintomas en
esquizofrénicos. También proceden de la farmacologia las
evidencias que postulan un papel para el glutamato en esta
enfermedad (hipotesis hipoglutamatérgica), ya que ciertos
antagonistas de los receptores NMDA (fenciclidina) produ-
cen signos de psicosis que recuerdan a la esquizofrenia®.

Hoy esta bien establecido que el glutamato es el neuro-
transmisor excitador mas frecuente en el SNCy no es casual
que practicamente todas las funciones ligadas al glutamato
estén controladas por la glia. El mantenimiento de los niveles
de glutamato es una tarea que llevan a cabo los astrocitos y
es una funcion clave para el normal funcionamiento del SNC.
El glutamato, una vez liberado, debe ser rapidamente reti-
rado del espacio extracelular pues en caso contrario resulta
toxico para las propias neuronas, asi que es captado por los
astrocitos (cuyas membranas contienen la mayor parte de
los transportadores de glutamato) donde se transforma en
glutamina, la cual es enviada de vuelta a las neuronas para
formar nuevo glutamato (es el ciclo glutamato/glutamina)?'.
De esta forma, un exceso de la accion transportadora de glu-
tamato en la corteza de esquizofrénicos se traduciria en una
hipofuncion del neurotransmisor en la corteza?.

Por otro lado los sistemas aminérgicos del tronco cere-
bral, como el dopaminérgico, estan bajo control de neuronas
glutamatérgicas corticales, de manera que si disminuye la
accion del glutamato en la corteza, aumenta la liberacion de
dopamina en estriado. Al parecer estos circuitos nerviosos
interaccionan por retroaccion negativa, con lo que la hiper-
dopaminergia en estriado debilita mas la funcion del gluta-
mato en corteza® 2%, En suma, una anomalia en las células
gliales de la corteza se traduce en una cascada de alteracio-
nes que puede involucrar varios sistemas de neurotransmi-
sores y circuitos en otras regiones del SNC.

Hemos de sefalar que nuestro planteamiento inicial fue
estudiar las repercusiones que el tratamiento antipsicotico
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tenia sobre las sinapsis en el territorio del nucleo arcuato del
hipotalamo. En este estudio ultraestructural se hizo evidente
que las modificaciones mas llamativas tenian que ver con
los astrocitos, cuyas laminillas rodeaban somas y prolonga-
ciones de las neuronas, hasta el punto de que las sinapsis
axo-somaticas se hallaban netamente reducidas. Un caso
particular de plasticidad neuroglial que tendia a revertir
después de 20 dias sin tratamiento, lo que, de manera indi-
recta, podria contribuir a explicar las frecuentes recaidas de
los pacientes que abandonan el tratamiento antipsicotico (si
las modificaciones estructurales causadas por el tratamiento
y responsables de su accion son reversibles, no hay razdon
para pensar que las manifestaciones de la enfermedad no
vuelvan a manifestarse tras el abandono).

Este estudio inicial nos empujé a iniciar un analisis mas
completo, tratando de aclarar si la mayor presencia astro-
citaria se producia en otras regiones del SNC que se han
relacionado con la patologia mental (hipocampo, estriado,
accumbens, corteza cingular, amigdala), manteniendo el
hipotalamo como referencia. Para este nuevo enfoque el
microscopio electronico era poco viable por lo que nos pro-
pusimos realizar un estudio inmunohistoquimico, utilizando
como marcador de los astrocitos la GFAP, una proteina bien
conocida que se emplea habitualmente como marcador de
este tipo celular y de su actividad. Nuestros datos demues-
tran que la respuesta es mayor en la corteza del cingulo y
en la parte central del nucleo accumbens, ventral a la co-
misura blanca anterior. Otros territorios también muestran
respuesta glial (hipotalamo, estriado) pero de menor inten-
sidad, mientras que hay alguno en que apenas se advierten
diferencias (hipocampo, amigdala).

En general estos hallazgos concuerdan con los trabajos
de otros autores que han descrito aumento de la glia en ani-
males y pacientes tratados con antipsicoticos, especialmente
con atipicos. Nuestros hallazgos muestran un aumento del
numero de astrocitos tras el tratamiento antipsicotico, sobre
todo en corteza cingular y accumbens. Nuestras muestras no
nos permiten confirmar si esto es asi en el cortex prefron-
tal como otros autores han propuesto. Todo esto nos indica
también que hay que tener precaucion con los estudios de
neuroimagen en esquizofrenia, particularmente si no queda
claro si los pacientes han sido tratados con antipsicoticos®.

CONCLUSIONES

12. El hecho de que los antipsicoticos actuen sobre las cé-
lulas gliales supone un cambio notable de nuestra com-
prension sobre los mecanismos de accion de estos far-
macos. Una mayor presencia glial significa la posibilidad
de una mejora en funciones como la nutricion neuronal,
la irrigacion sanguinea, el aporte de factores troficos, el
aislamiento de los grupos neuronales o la disponibilidad
de dopamina o glutamato; en suma, mejoria de la re-
gulacion sinaptica y, en general, de la funcion para las

neuronas del territorio®® 2. Por otro lado parece que los
antipsicoticos tanto tipicos como atipicos, a través del
bloqueo de receptores dopaminérgicos, pueden modi-
ficar la produccion de nuevas neuronas (neurogénesis
postnatal) a partir de células madre en cerebros adultos,
una actuacion inesperada que habra que seguir estu-
diando®®3",

22 Esta nueva vision acerca del papel de las células gliales
y del tratamiento antipsicotico tiene como corolario un
cambio en nuestra comprension del SNC en su conjunto:
las neuronas y las células gliales mantienen un didlogo
continuo cuyos mensajes se concretan en sustancias que
difunden por el espacio extracelular, y entre estas sus-
tancias los antipsicoticos modulando los mensajes neu-
ronales o gliales y actuando ellos mismos como mensaje.
Estas sustancias actuan interfiriendo con la transmision
sinaptica, como ya sabiamos, pero también tienen un
papel en la neurotransmision extrasinaptica (volume
transmission) que involucra tanto a neuronas como a
la glia®2. Los nuevos hallazgos sobre la neurotransmision
extrasinaptica nos ayudan a comprender la neuromo-
dulacion de la que dependen, en parte, las funciones del
SNC que duran en el tiempo, que dependen de algo mas
que la brevisima descarga sinaptica.

32 Es posible que en los proximos afos se produzca una
explosion de conocimientos acerca de la funcion glial
y del didlogo neurona-glia que, sin duda, nos permitira
entender mejor el funcionamiento de nuestro cerebro y
nos permitird también ayudar a nuestros pacientes.
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