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Introduccion: Se ha sugerido que la Esquizofrenia puede
ser inducida por "accidentes” o lesiones durante el desarro-
llo temprano del cerebro del individuo, que conllevan a una
reduccion en las conexiones neuronales de diferentes regio-
nes. En este trabajo, hemos evaluado las diferencias en la ex-
presion de genes cerebrales, usando un reconocido prototipo
experimental para Esquizofrenia: el modelo animal de lesion
en hipocampo ventral en ratas neonatas (LHVN), respecto a
animales control.

Metodologia: Mediante la técnica de chips de ADN, se
obtuvieron los perfiles de expresion génica de tres areas ce-
rebrales (ntcleo accumbens, corteza prefrontal e hipocam-
po) de ratas macho Wistar juveniles (45 dias) y adultas (90
dias) sometidas o no a LHVN.

Resultados: Con base a tres criterios: 1) expresion en
mas de un area cerebral, 2) participacion en rutas celulares
relevantes para el sistema nervioso central (SNC), 3) valo-
res de Z-score >2 (sobre-expresion) y <-2 (sub-expresion);
se encontraron sobre-expresados los genes: ppp3cb, dctnl,
jag1, ide, limk2'y cpz, y sub-expresados: chrna4y sod1.

Conclusiones: Dos de los genes propuestos en este tra-
bajo: limk2y cpz, no han sido relacionados previamente con
Esquizofrenia, por lo que se hara necesario realizar estudios
futuros para dilucidar sus respectivas contribuciones en la
etiopatogenia de esta enfermedad.
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Gene expression profiles of nucleus accumbents,
prefrontal cortex and hippocampus in an animal
model of schizophrenia: proposed candidate
genes

Introduction: It has been suggested that schizophrenia
may be induced by "accidents” or injuries that occur during
early brain development and result in a reduction of the
neural connections in different regions. In this study, we
evaluated differences in the expression of brain genes using
a recognized experimental prototype of schizophrenia: the
animal model of ventral hippocampal lesion in neonate rats
(VHLN) compared to control animals.

Methods: Using microarray technology, we obtained
gene expression profiles of three brain areas (nucleus
accumbens, prefrontal cortex and hippocampus) of juvenile
(45 days) and adult (90 days) Wistar male rats that underwent
either VHLN or sham VHLN.

Results: Based on three criteria: 1) expression in more
than one brain area, 2) participation in cellular pathways
relevant to the central nervous system (CNS), and 3) Z-score
values >2 (overexpression) and <-2 (underexpression), we
found overexpression of the ppp3cb, dctnl, jag1, ide, limk2
and cpz genes and underexpression of chrna4 and sod1.

Conclusions: Two of the genes proposed in this paper,
limk2 and cpz, have not been previously associated with
schizophrenia, so future studies will be necessary to
understand their possible role in the pathogenesis of this
disease.
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INTRODUCCION

La Esquizofrenia es un grave trastorno mental que afec-
ta 1 de cada 100 personas en el mundo y se caracteriza por
distorsion de los pensamientos y percepciones, probable-
mente, debido a alteraciones en los diferentes sistemas de
neurotransmision'2. Varias hipotesis han tratado de explicar
la etiopatogenia de esta enfermedad, siendo la mas impor-
tante el componente genético®. Sin embargo, debido a la no
disponibilidad de tejidos cerebrales de pacientes y controles
sanos para este tipo de estudios, se ha recurrido al uso de
modelos experimentales animales*®.

La implementacion y empleo de modelos animales en
psiquiatria tiene claras limitaciones, ya que se trata de re-
producir en un animal sano, conductas humanas comple-
jas*5. No obstante, los modelos animales de trastornos psi-
quiatricos han permitido explorar el potencial terapéutico
de medicamentos especificos en el tratamiento de estos
padecimientos, asi como obtener datos relevantes de los
mecanismos de accion de dichos farmacos, siendo también
herramientas valiosas para la determinacion de los sustra-
tos neurobioldgicos en los trastornos psiquiatricos’. Para el
estudio de la esquizofrenia se han propuesto varios mode-
los animales, los modelos farmacoldgicos (donde se utilizan
fenilciclidinas (PCP) o la ketamina)®-', los modelos genéticos
(inducidos por mutaciones o deleciones genéticas)'-"* y los
modelos de neurodesarrollo (inducidos por una lesion fisica
0 neurotdxica y por factores ambientales durante el neuro-
desarrollo)™'s.

Se ha sugerido que la Esquizofrenia puede deberse a "“le-
siones” que ocurren durante el desarrollo cerebral temprano
del individuo, que traen como consecuencia una reduccion
en las conexiones neuronales en diferentes regiones limbicas
y corteza pre-frontal'™.

El modelo LHVN ha sido ampliamente ensayado, en éste
se produce una pequena lesion excito-toxica en el hipocam-
po del cerebro inmaduro de ratas neonatas, dando oportu-
nidad a su posterior maduracion. Se ha visto que en la etapa
adulta, los animales lesionados presentan conductas relacio-
nadas con los sintomas positivos y negativos de la enferme-
dad, como hiper-locomocion, reduccion en la inhibicion por
pre-pulso, déficit de memoria y decremento en la interac-
cion social entre otras'™'®.

Los microarreglos de ADN son una valiosa herramienta
gendmica que permite el abordaje de enfermedades com-
plejas y facilita la evaluacion global de la expresion de un
gran numero de genes en diferentes tejidos y/o condiciones
fisiologicas'. Usando esta metodologia, nosotros obtuvimos
los perfiles de expresion génica para tres diferentes areas
cerebrales (hipocampo, corteza pre-frontal y nicleo accum-
bens) de ratas macho Wistar, con lesion neonatal en hipo-
campo ventral (LHVN) a los 45 y 90 dias. Dichos perfiles fue-
ron comparados con los de animales falsamente lesionados,

considerados controles negativos de la enfermedad (sham),
con el fin de detectar cambios significativos en la expresion
de genes que pudieran estar relacionados con el fenotipo
de la Esquizofrenia, tanto en las ratas juveniles como en las
adultas.

METODOLOGIA

Material biologico

El estudio partid de veinte ratas macho de la cepa Wis-
tar, provenientes de camadas de ratas prefiadas en el labora-
torio en aislamiento individual que fueron sometidas a ciclo
invertido luz-oscuridad de 12h. La muestra total fue dividida
en cuatro grupos: a) 5 ratas LHVN-juveniles, b) 5 ratas falsa-
mente lesionadas (sham) juveniles, ¢) 5 ratas LHVN-adulto,
d) 5 ratas falsamente lesionadas (sham) adultas. Todos los
experimentos se realizaron siguiendo las regulaciones esta-
blecidas en la norma oficial mexicana para el uso y el cuida-
do de los animales de laboratorio "NOM-062-Z00-1999", asi
como las regulaciones del comité de ética de la asociacion
internacional para el estudio del dolor'®.

Los neonatos (10-13 g de peso) fueron lesionados en-
tre los dias 5y 7; las crias fueron asignadas aleatoriamente
tanto para la realizacion de la lesion con acido iboténico,
como para la lesion con PBS (sham). Los animales fueron
anestesiados por hipotermia, colocandolos en hielo durante
10-15 minutos. Para la realizacion de las lesiones bilaterales,
los animales fueron sujetados a la plataforma fija del este-
reotaxico de Kopf, se realizo una incision en la piel del cra-
neo y se administro, acido iboténico (0.15 pl/min por 2 min)
(Sigma) o PBS para sham a través de una aguja, de acuerdo
a las siguientes coordenadas: (AP) -2.5 anteroposterior, +2.5
medio-lateral y dorso-ventral (DV) -3.3, respecto a Bregma'®.

Los animales fueron sacrificadas por decapitacion a los
45 dias (grupo juveniles: LHVN y sham) y a los 90 dias (grupo
adultos: LHVN y sham). EI hipocampo, la corteza prefrontal
y el nucleo accumbens fueron disectados de acuerdo a un
procedimiento previamente estandarizado® y congelados a
-80°C hasta la extraccion del ARN.

Extraccion de ARN

El ARN fue extraido a partir de las 3 areas de cerebro
previamente disectadas, usando TRIZOL (Life Technologies) y
segun las instrucciones del fabricante.

Disefo, lectura y normalizacion del microarreglo

Se utilizaron cinco mil oligos de Rattus norvegicus de
la biblioteca Operon Oligosets (http://www.operon.com/
arraysfoligosets_overview.php). El disefio y manufactura del
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Tabla 1 En la primera parte se muestra el numero de genes que no cambiaron su expresion. En la parte de
abajo se muestra el numero de genes que cambiaron significativamente su expresion después de la
normalizacion. (Alma D. Genis-Mendoza)

Juveniles Adultos
Genes sin cambio % Genes sin cambio %
4348 86.95 4331 86.61
JUVENILES ADULTOS
Down % Up % Total (%) Down % Up % Total (%)
N. ACCUMBENS 326 6.52 317 6.34 12.86 351 7.02 291 5.82 12.83
C. PREFRONTAL 362 7.24 302 6.04 13.28 372 7.44 310 6.20 13.64
HIPOCAMPO 321 6.42 329 6.58 13.00 351 7.02 333 6.66 13.68

microarreglo fue realizado en el Instituto de Fisiologia Celu-
lar de la UNAMZ',

Para la hibridacion de los microarreglos se partio de 10
ug de ARN total, a partir del cual se generd6 ADNc marcado
con dUTP-Cy3 o dUTP- Cy5- mediante el kit CyScribe Firs-
Strand cDNA (Amersham). La incorporacion del fluordforo se
corroboro por la lectura de las absorbancias a 555 nm para
Cy3 y a 655 nm para Cy5%'.

La adquisicion y cuantificacion de las sefiales e imagenes
se realizo con el equipo ScanArray 4000, con el auxilio del soft-
ware ScanArray 4000 (Packard BioChips). Todas las imagenes
fueron capturadas utilizando el 65% de ganancia PMT, 70 a
75% de potencia laser y resolucion de 10 pm en velocidad de
barrido del 50%. Para cada punto marcado con Cy3 o Cy5, se
calcularon la densidad promedio y el valor medio de fondo, con
el software Array Pro-Analyzer (Cibernetics)?'. El analisis de la
expresion de genes fue realizado con el programa estadistico
genArise, desarrollado en la Unidad de Informatica del Institu-
to de Fisiologia Celular de la UNAM (http://www.ifc.unam.mx/
genarise/) para evaluar el grado de variacion en la expresion
génica (z-score). Con ese criterio, los genes con un valor de z-
score mayor o menor a dos desviaciones estandar, fueron los
que se consideraron expresados diferencialmente?'.

RESULTADOS

Posterior a la normalizacion, nuestro analisis identifico
652 genes que cambiaron significativamente su expresion,
de los cuales 316 se encontraron sobre-expresados (OF) y
336 sub-expresados (UE). Se pudo observar que el porcen-
taje de genes OE y UE para ratas jovenes fue casi el mis-
mo (alrededor de 6.5%), mientras que para las ratas adultas
el porcentaje de genes UE (7%) fue ligeramente mayor al
porcentaje de genes OE (6%). Sin embargo, globalmente el
porcentaje de genes que modularon su expresion para cada
tejido se mantuvo en 13%=+0.38 (Tabla 1). Los genes se or-
denaron en 3 grupos de acuerdo a los valores z-score (>1

y <-1, >2 y <-2, >3 y <-3). Posteriormente, para saber en
qué rutas metabdlicas y de sefalizacion participa cada una
de las proteinas codificadas por estos genes, se accedio a la
base de datos de rutas metabolicas KEGG (http://www.geno-
me.jp/kegg/kegg2.html), que constituye una herramienta de
mapeo genomico.

Grupo de genes con valor de z-score >1y <-1

En esta etapa se obtuvo informacion general, tanto para
los genes sobre-expresados y sub-expresados se elaboro un
listado con todas las rutas metabolicas para cada area ce-
rebral y el nimero de genes involucrados. Posteriormente,
se seleccionaron y graficaron las rutas en las se modularon
un mayor nimero de genes (mas de 5 genes). Entre las rutas
mas comprometidas se encontraron: interaccion neuroacti-
va ligando-receptor (>10 genes), sefializacion de calcio (>7
genes) y cancer (>7 genes). Cabe mencionar que hubo genes
cuya modulacion fue significativa para 2 o mas vias.

Grupo de genes con valor de z-score >2 y <-2

Para un analisis mas robusto se trabajo con los genes
cuyos valores de z-score fueran mayores a 2 y menores a
-2, para cada tejido. Asimismo, se seleccionaron 18 vias aso-
ciadas a trastornos mentales. Para cada tejido se graficaron
las rutas metabolicas de interés y los genes participantes de
acuerdo a su valor z-score (Figura 1).

Debido a que un mismo gen puede estar expresandose
en dos 0 mas de las areas cerebrales evaluadas (nucleo ac-
cumbens, corteza prefrontal e hipocampo) y con el objeto de
acotar nuestro analisis, buscamos aquellos genes que se ex-
presaron en mas de una de las areas de interés. Como se pue-
de observar en la Figura 2, tanto en el grupo juvenil como en
el grupo de adultos, se regula coincidentemente la expresion
de ciertos genes en mas de un tejido. Encontramos un mayor
numero de genes sub-expresados, en comparacion con los
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z-score > 2y < -2
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H) Interaccién neuroactiva ligando-receptor R} Plasticidad neqronal
I} Metabolismo de drogas Cyt-P450
J) Metabolismo de Xenobidticos Cyt-P450
Figura 1 Las grdficas muestran el numero de genes sobre-expresados y sub-expresados que participan en las rutas

de interés, en el grupo de ratas juveniles y adultas. Cada gen esta graficado con respecto a su valor de
Z-score
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Figura 2

Se muestran los genes candidatos que se obtuvieron a partir de los siquientes tres criterios: 1) valores de

Z-score >2; <-2) expresion en mds de un drea cerebral, y 3) participacién en rutas metabdlicas relevantes

de sistema nervioso central

genes sobre-expresados, siendo el grupo de ratas adultas el
que presentd mayor numero de genes sub-expresados. Dis-
tintivamente, entre los genes sobre-expresados, ppp3cb y
dctn1 modularon su expresion en las tres areas cerebrales y
en ambas etapas (juvenil y adulta).

Grupo de genes con valor de z-score >3 y <-3

Por ultimo, se realizo el analisis para los genes que pre-
sentaron mayores cambios de expresion respecto a su grupo
control. Igualmente, se detectaron genes que modularon su
expresion en mas de un tejido. De todos ellos, ppp3cb siguiod
variando su expresion en las tres areas cerebrales y en ambos
grupos. En ésta categoria encontramos un gen mas, el cpz
con un z-score alto (4.37).

Finalmente, tomando en cuenta estos valores de z-sco-
re, la expresion en mas de una area y la participacion en las

rutas metabolicas de interés, se proponen 8 genes candida-
tos para el estudio de la Esquizofrenia. En la tabla 2 se mues-
tran los resultados de los valores de z-score para los genes
propuestos, como se puede observar: ppp3cby dctn1 tienen
los valores de z-score mas altos en las tres areas evaluadas.

DISCUSION

Mediante la técnica de microarreglos, se evaluo la ex-
presion de genes en distintas regiones del cerebro usando el
modelo animal de LNHV para Esquizofrenia. Se trabajaron 4
grupos experimentales de ratas machos de la cepa Wistar:
ratas juveniles lesionadas, ratas juveniles falsamente lesio-
nadas (sham), ratas adultas lesionadas y ratas adultas falsa-
mente lesionadas (sham). El analisis se dividio en 3 grupos,
segun el valor de z-score (>1y <-1,>2y <-2, >3 y <-3). No
todas las rutas observadas se asociaron directamente a tras-
tornos mentales, por lo que, distinguimos 18 vias relevantes

158 Actas Esp Psiquiatr 2013;41(3):154-63



Alma D. Genis-Mendoza, et al.

Perfiles de expresion génica de nuicleo accumbens, corteza prefrontal e hipocampo en un modelo animal
de Esquizofrenia: una propuesta de genes candidatos

Tabla 2 Genes propuestos como candidatos seleccionados a partir de los siguientes 3 criterios: |) valores de score
>2y <-2, ll) expresion en mas de un area cerebral, Ill) participacion en rutas de interés. Se muestra el
simbolo del gen, el nombre, la descripcion bioldgica y los valores de z-score en adultos de cada tejido.
Nucleo acumbens (N), corteza prefrontal (P), hipocampo (H)

Simbolo Nombre Descripcion Score A Score P Score H

Limk2 Cinasa 2 con dominio LIM Las proteinas con dominios LIM estan involucradas 4.710 4.834 2.659

en diversos procesos de sefializacion celular como; la
organizacion del citoesqueleto, la organogénesis, el
ciclo celular
Ppp3cb Proteina fosfatasa 3, Proteina fosfatasa dependiente de calmodulina; 4.130 4.600 3.846
subunidad catalitica, desfosforila factores nucleares de células T
isoforma beta activadas, puede jugar un papel durante la atrofia
del musculo esquelético
Dctn1 Dinactina 1 Componente de los microttibulos de dineina 3.378 4717 4.042
activada por ATPasa, que actiia como un motor de
microtabulos
Jag1 Jagged 1 Ligando responsable de la activacion del receptor 2.625 3.254 2.036
Notch1. La senalizacion por medio de notch esta
involucrada en el desarrollo de la mayoria de los
tejidos
Ide Enzima degradadora de Enzima involucrada en la degradacion de péptidos 2.292 2.531 2.052
insulina bioactivos incluyendo insulina, beta-endorfina,
péptido natriurético auricular y beta-amiloide
Sod1 Superdxido dismutasa 1, Cataliza la conversion de superoxido a peroxido de -2.193 -3.187 -3.301
soluble hidrégeno y oxigeno molecular, implicados en la
respuesta al estrés oxidativo
Chrna4 Receptor colinérgico, Pertenece a la superfamilia de canales ionicos -2.909 -3.420 -2.814

nicotinico alfa-4

activados por ligando que juegan un papel en la
transmision rapida de las sefiales en las sinapsis

para el SNC (genes con z-score >2 y <-2). Por ultimo, se
contemplaron los genes con valores de z-score >3 y <-3 para
revelar los candidatos de interés con mayores variaciones en
su expresion.

Grupo de genes con z-score >1y <-1

En este grupo encontramos un gran numero de rutas
metabolicas y de sefalizacion que se encontraron diferen-
cialmente alteradas en las tres aéreas cerebrales. Las vias con
mayor numero de genes modulados fueron: cancer, interac-
cion neuroactiva ligando-receptor y sefalizacion de calcio;
estas dos ultimas resultaron de nuestro interés.

Grupo de genes con z-score >2 y <-2

En este corte se detectaron 7 genes de interés que mo-
dificaron su expresion en las tres areas cerebrales y cuyas
ontologias estaban relacionadas con las vias de interés. Las
rutas de senalizacion de calcio e interaccion neuroactiva
ligando-receptor siguieron contribuyendo con una gran
cantidad de genes diferencialmente expresados, mientras

que las vias: diferenciacion y funcion neuronal, respuesta
neuroendocrina y comportamiento, tuvieron un menor par-
ticipacion. Cabe sefalar que en la mayoria de las rutas hubo
genes sobre-expresados y sub-expresados, excepto en la
ruta de metabolismo de drogas y xenobiéticos por Cyt-P450,
donde solo encontramos genes sub-expresados (Figura 1).

Grupo de genes con z-score >3 y <-3

Finalmente, este analisis nos permite proponer 8 genes
como candidatos potenciales para el abordaje genético de
la Esquizofrenia. Seis de ellos (ppp3cb,dctni,ide, limk2, jag1
y cpz) se hallaron sobre-expresados, mientras que los dos
restantes (sod7 y chrna4) se encontraron sub-expresados
(Tabla 2).

Dentro de los genes con valores de z-score mas altos
sobresalio ppp3cb (Tabla 2), que se sobre-expreso en el gru-
po de ratas juveniles y adultas. Este codifica la subunidad
catalitica de la isoforma [3 de la proteina fosfatasa 3. Dicha
enzima interactua de forma selectiva y no covalente con la
calmodulina, en respuesta al incremento en los niveles de
calcio intracelular®. Recientemente, un estudio genémico en
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familias taiwanesas con Esquizofrenia sugirio la vinculacion
del locus10q22.3, donde estan ubicados los genes anxa7,
dnajc9, zmynd17 y pppp3cb, mismos que los asocian con
la Esquizofrenia y problemas de déficit cognitivo y de aten-
cion?. De la misma forma, se realizo un meta-analisis que
evalud todo el genoma de individuos afectados con Esqui-
zofrenia en diversas poblaciones. Entre los genes propuestos
como candidatos se encuentra, ppp3cc que codifica para la
isoforma gamma de la enzima calcineurina. Asi como otros
genes también asociados fueron: nosTap, rgs4, uhmk1, nrg1
y znf804a entre otros?*.

Por otra parte, el gen dctn1 humano codifica la subuni-
dad mayor p150 de la dinactina, un complejo macromolecu-
lar que consta de 10 polipéptidos, necesario para el transpor-
te axonal retrogrado de vesiculas y organelos celulares por el
sistema microtubular. Numerosos estudios han mostrado el
papel de p150 en desordenes psicdticos asociados a delirios
y alucinaciones® y neurodegenerativos, como la enfermedad
de Huntington?® y la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA)?.

La regulacion diferencial en los niveles de los transcritos
de ppp3cb y dctnT se hizo notoria tanto en el grupo de ratas
juveniles como adultas (valores de z-score >3), lo cual apun-
ta a que posiblemente ambos contribuyan desde la aparicion
de los primeros sintomas psicoticos.

Otro de los genes que se sobre-expresd con un z-score
alto en las tres areas de cerebro estudiadas, fue ide que co-
difica la enzima degradadora de insulina (Ide) (Tabla 2). Este
gen se ubica en el locus10q23-q25, previamente asociado
con Esquizofrenia®® y codifica una metalopeptidasa depen-
diente de zinc que degrada insulina, glucagon, B-amiloide,
B-endorfina e IGF-1 y II. El déficit en la expresion de esta
enzima ha sido asociado con la enfermedad de Alzheimer
y con Diabetes Mellitus tipo 22°%. Asimismo se ha sugerido
que el haloperidol podria ejercer algun efecto sobre la acti-
vidad de Ide, a través de cambios en los niveles de expresion
de sus sustratos®®. Sin embargo, debido a que nuestros datos
revelan un incremento significativo de ide, es posible que
la regulacion tanto de los niveles como de la actividad de
esta enzima se esté dando post-transcripcionalmente, tal y
como se ha descrito en otros miembros de la familia de las
metalopeptidasas®'.

Otro de los transcritos abundantemente expresados en
este estudio fue jag1. La proteina resultante es el ligando de
Notch 1, un receptor transmembranal que se activa antes
de nacer e induce la diferenciacion glia-radial®, y después
del nacimiento promueve la diferenciacion de células pro-
genitoras a células de sostén de tipo astroglia®. En pacientes
con Esquizofrenia recientemente se evidencio que la expre-
sion de jag 1 fue significativamente mayor, exhibiéndose una
correlacion positiva con los mediadores candnicos de la via
Notch, la cual tiene influencia sobre la proliferacion y el ciclo
celular, ademas de participar en la sintesis de oligodendroci-
tos***. Nosotros observamos la sobre-expresion de jag1 sélo

en el grupo de ratas juveniles. A este respecto podriamos
especular, que esta sobre-expresion podria ser reflejo de la
activacion de esta via con vistas a promover la neurogénesis
en respuesta al dafio causado por la lesion neonatal, reacti-
vandose asi el desarrollo neuronal de los animales.

El gen chrna4 que codifica para un receptor nicotinico
de acetilcolina perteneciente a la superfamilia de canales
ionicos, se encontro sub-expresado en los animales adultos.
Como es bien sabido, esta clase de receptores juega un pa-
pel trascendental en la transmision de las sefiales nerviosas
en las sinapsis neuronales. Se ha sugerido que la disfuncion
colinérgica-nicotinica puede contribuir al deterioro cogniti-
vo en la Esquizofrenia, mediando la liberacion de dopamina.
Ademas, se ha visto que los déficits neurocognitivos en la
Esquizofrenia pueden ser remediados temporalmente por la
administracion de nicotina*?, por lo que desde entonces
varios subtipos de receptores nicotinicos han sido conside-
rados como candidatos asociados con esta enfermedad?’%,

Otro candidato potencial para su estudio en la Esquizo-
frenia es sod17, que encontramos sub-expresado significati-
vamente en ratas adultas. La proteina superdxido dismutasa
1 codificada por este gen, es una de dos isoenzimas humanas
responsables de la destruccion de los radicales libres supe-
roxido en las células. Las mutaciones en este gen han sido
asociadas con ELA familiar?’. Una disminucion en la expre-
sion de la enzima superoxido dismutasa 1 puede potenciar
el estrés oxidativo debido a una mayor vulnerabilidad de las
células neuronales a los radicales libres, lo cual es congruen-
te con el dafio cerebral reportado en los pacientes con Es-
quizofrenia®.

Distintivamente, los dos genes sub-expresados: sod7 y
chrna4, sélo disminuyeron sus niveles en el grupo de ratas
adultas, lo cual indica que estos cambios pudieran estar aso-
ciados con los sintomas positivos y negativos de la Esquizo-
frenia.

Por otro lado, nuestros hallazgos arrojaron que limk2
se sobre-expreso en las ratas del grupo juvenil. Los genes
LIM codifican un grupo de proteinas cinasas involucradas en
diversas funciones bioldgicas. A pesar de que /imk2 no se ha
asociado con Esquizofrenia, se le ha relacionado con apop-
tosis, como proteina de proteccion a isquemia en un modelo
de diabetes en rata**?® y, en un modelo animal para Alzhei-
mer, se observo degeneracion de las estructuras sinapticas
con aumento en la expresion de /imk2*'. Se sabe que LIMK2
es fosforilada y activada por cinasas ROCK, y de esta manera
fosforila a la cofilina, proteina que evita la polimerizacion
de actina y favorece la despolimerizacion, necesarias para
la motilidad celular*2. Un aumento en la expresion de limk2
podria estar perturbando la dinamica del citoesqueleto de-
bido a fallas en la regulacion de la actina, lo cual tendria im-
plicaciones negativas en la migracion neuronal temprana de
las ratas juveniles lesionadas, en concordancia con nuestro
modelo de Esquizofrenia.
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Finalmente, en el grupo de ratas jovenes y adultas en-
contramos sobre-expresado al gen de carboxipeptidasa Z
(cp2). La proteina posee un dominio N-terminal con un 30%
de identidad aminoacidica con el dominio “frizzled" (Fzd),
presente en las proteinas que interaccionan con Wnt*#4 La
carboxipeptidasa Z, abunda en la matriz extracelular de la
placenta y se encuentra en menores cantidades en cerebro,
pulmon, timo y rifidn®. Esta proteina nunca antes habia sido
asociada a la Esquizofrenia; por el contrario, otra enzima de
esta familia, la glutamato carboxipeptidasa Il (GCPII) ha sido
relacionada con trastornos mentales, entre los que figura la
Esquizofrenia®.

Aun cuando la funcion exacta de CPZ se desconoce, es
probable que juegue un papel en la regulacion del desarrollo
embrionario a traveés de su interaccion con proteinas Wnt.
Ademas, se ha descrito que la expresion de CPZ en los tejidos
adultos es mucho menor que en los 6rganos embrionarios*.
A su vez, en cultivos de neuronas de hipocampo, se ha visto
que la sefalizacion mediada por Wnt es transcendental para
el desarrollo y la orientacion axonal*, regula la dinamica
del citoesqueleto en el crecimiento del cono axonal y en la
ramificacion* y conduce a un incremento en la formacion y
organizacion de nuevas terminales presinapticas*®“°.

Nuestro estudio mostro que el gen ¢pz no se apago lue-
go del desarrollo embrionario y continud sobre-expresan-
dose en las ratas adultas lesionadas. Si esta proteina per-
manece altamente expresada en el cerebro adulto, es muy
probable que exista una desregulacion de la sefalizacion
mediada por Wnt.

Hasta la fecha, los genes limk2y cpz nunca antes habian
sido asociados con la Esquizofrenia y, debido a su significa-
tiva sobre-expresion en nuestro modelo de estudio, es de
augurar jueguen un papel transcendental en el desarrollo y
curso de la misma. Sin lugar a dudas, futuras investigaciones
y nuevas estrategias experimentales deberan ser disefiadas
con el objeto de dilucidar la contribucion de las proteinas
LIMK2 y CPZ en esta enfermedad y establecer su papel como
potenciales biomarcadores.

Con respecto a las tres areas cerebrales valoradas (nu-
cleo accumbens, hipocampo y corteza prefrontal), en el gru-
po de animales lesionados se observo una reduccion consi-
derable del numero de genes regulados, en comparacion con
el grupo de animales falsamente lesionados o sham. Esto es
congruente con el deterioro cognitivo que se ha observado
en los cerebros de pacientes con Esquizofrenia, donde se ha
evidenciado deterioro y/o dafio neuronal en hipocampo y en
corteza prefrontal®. Dado el deterioro cognitivo que ma-
nifiestan los pacientes con Esquizofrenia, es posible que el
dafio en la corteza prefrontal si se observe a largo plazo, lo
cual es a su vez congruente con el modelo animal de Esqui-
zofrenia LHVN que se sustenta en la hipotesis del neurodesa-
rrollo, y que va de la mano de una lesion cerebral temprana
en edad prenatal®'*? y de una afectacion de la morfogénesis

de la region cortical-dorso-lateral®®. Ademas, nuestros ha-
llazgos proyectan la posibilidad de que la maduracion de los
circuitos inhibitorios locales dentro de la corteza prefrontal
pudieran estar alterados en ratas con lesién en hipocampo,
tal y como lo ha reportado en un trabajo previo®.

Una limitante en el presente estudio: la evaluacion de los
perfiles de expresion génica fue mediante el chip de ADN 5k,
disefiado por el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM,
sabemos que actualmente en el mercado se encuentran dis-
ponibles chips de ADN de ultima generacion que consideran
mas genes y otras caracteristicas, los analisis con este tipo de
chips pudieran proponer otros genes que nosotros con éste,
no observamos. Sin embargo creemos que nuestros hallaz-
gos son relevantes pues se observd la modulacion de algunos
genes ya antes relacionados con la Esquizofrenia, asi como
dos genes hasta ahora no vinculados, que podrian jugar un
papel importante en la enfermedad.

CONCLUSIONES

Con este trabajo se evidencia que el transcriptoma de ra-
tas jovenes y adultas con LHVN se modifico diferencialmente
respecto al del grupo control, y se reporta sobre-expresion
y sub-expresion significativa de varios genes, previamente
asociados 0 no con Esquizofrenia. Nuestro aporte en este
sentido consiste en proponer 8 genes candidatos potenciales
para su analisis en este trastorno, dos de los cuales no habian
sido asociados previamente con este padecimiento (limk2 y
cpz). Estos hallazgos inéditos, abren nuevas interrogantes y
amplian el panorama de futuras investigaciones a nivel fun-
cional, tanto en modelos animales como en el humano, que
permitan establecer biomarcadores moleculares de diagnos-
tico confiables en Esquizofrenia.
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