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INTRODUCCION

La esquizofrenia es un trastorno mental cronico e incapacitante que afecta al 1% de
la poblacién mundial. A dia de hoy, su tratamiento se basa en el uso de antipsicéti-
cos, aunque la alta tasa de efectos adversos y el alto porcentaje de pacientes que no
responden a esta terapia plantean la necesidad de identificar nuevos farmacos y es-
trategias terapéuticas que mejoren la eficacia de las actuales. El descubrimiento de
alteraciones neurolégicas muy tempranas, previas al desarrollo de la sintomatologia
propia del trastorno, ha abierto la ventana a nuevas estrategias que plantean terapias
dirigidas a la potencial prevencion de la esquizofrenia antes de su aparicion y no
tanto a su tratamiento. En ese sentido, la implicacién de la inflamacién y el estrés
oxidativo en los déficits previos y en el futuro desarrollo del trastorno ha llevado a
proponer la utilizaciéon de farmacos con un potencial antiinflamatorio y antioxidante
como posible complemento a los tratamientos actuales. En esta Tesis Doctoral se ha
evaluado la eficacia de tres compuestos con estas propiedades -N-acetilcisteina,
acidos omega-3 y minociclina- previniendo la aparicion de algunas de las alteracio-
nes y déficits propios del trastorno en un modelo murino asociado a esquizofrenia.
Los resultados de estos estudios nos han mostrado la potencial utilidad de los tres
compuestos previniendo alguno de las alteraciones conductuales, bioquimicas vy
neuroanatémicas propias del modelo al ser administrados durante la periadolescen-
cia, justo antes de su aparicion. Ademas, la administracion ain mas temprana -du-
rante la gestacion- de uno de los farmacos, la N-acetilcisteina, tuvo como resultado
un efecto preventivo incluso mayor que el encontrado cuando su administraciéon se
realizé en la periadolescencia. Finalmente, como complemento al estudio experi-
mental, se realizé una aproximacion bioinformatica mediante la herramienta Con-
hectivity Map y datos publicados de transcriptémica, tanto preclinicos como clinicos,
con el objetivo de identificar fArmacos ya aprobados actualmente para otras patolo-
gias y con un posible efecto terapéutico en el trastorno. Este analisis nos permitié
identificar nuevos compuestos antiinflamatorios y antioxidantes con un gran poten-
cial para tratar e incluso para prevenir la apariciéon de la esquizofrenia. De manera
global, este trabajo ha contribuido a corroborar la potencial eficacia del uso tem-
prano de agentes con potencial tanto antiinflamatorio como antioxidante para pre-
venir la aparicion de la esquizofrenia. Ademas, la identificacion de potenciales nue-
vos farmacos abre numerosas lineas futuras de accién en las que es preciso seguir
incidiendo para seguir mejorando el tratamiento de este trastorno.



1. Esquizofrenia
1.1. Antecedentes: de la dementia praecox al trastorno del neurodesarrollo

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico que abarca alteraciones especificas
a nivel cognitivo, emocional y conductual. Estos déficits neurolégicos aparecen recogi-
dos y minuciosamente desglosados en la quinta y dltima edicién del Manual Diagnéstico
y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-5-TR, por sus siglas en inglés) (1), el
manual de diagnéstico psiquiatrico de referencia. La precisa caracterizacion actual es
relativamente reciente, aunque responde a una ardua carrera de fondo que se remonta
siglos atras. Las primeras menciones a algo que podria asemejarse a lo que hoy llama-
mos “esquizofrenia” se remontan casi 3500-4000 afos atrds, fecha en la que se estima
que fue escrito el llamado Book of the Hearts, que habla de alteraciones perceptivas y
del animo causadas por “presencias malignas en los vasos que irrigan el corazoén vy el
utero”. Aunque en siglos posteriores algunos autores, como Hipdcrates, el célebre pre-
cursor de la medicina, ubicaron el origen del trastorno en el cerebro, la creencia de que
esta enfermedad tenia un origen divino, con el estigma que esto suponia para los afec-
tados, se prolongé hasta mas alla del siglo XV. A partir de entonces, cada vez mas voces
intentaron buscar una explicacion menos espiritual a estas alteraciones del comporta-
miento. Ya a mediados del siglo XVIII las enfermedades mentales empezaron a ser ca-
talogadas y diferenciadas, aun de un modo rudimentario. Esta clasificacién alcanzé su
punto algido en 1887, cuando Emil Kraepelin, un psiquiatra aleman, caracteriz6 indivi-
dualmente este trastorno por primera vez denominandolo dementia praecox (demencia
precoz), por la aparicion frecuente y muy temprana de sintomatologia similar a la pre-
sente en un cuadro de demencia (2,3). En 1911 el psiquiatra suizo Eugen Bleuler acufié
finalmente el término “esquizofrenia”, derivado del griego schizo (dividir/division) y
phrene (mente), término que se ha mantenido hasta la actualidad. Avanzando ya en el
siglo XX, y de la mano de los avances técnicos y médicos, la caracterizacion de la esqui-
zofrenia y su diferenciacion de otros trastornos mentales se ha ido perfeccionando, al-
canzando los niveles de minuciosidad que citabamos al principio, en el DSM-5_TR, o en
otros manuales de diagndstico psiquidtricos de referencia, como el ICD-11 (undécimay
ultima edicién, por el momento, de la Clasificaciéon Internacional de Enfermedades - /n-

ternational Classification of Diseases).

A pesar de los hitos diagnésticos alcanzados durante el siglo XX y principios del
XXI, alin en la actualidad sigue existiendo una gran diversidad de opiniones acerca de la
correcta caracterizacion de este trastorno, lo que demuestra y pone en evidencia la di-
ficultad de delimitar y determinar los rasgos distintivos de un trastorno mental, teniendo

en cuenta los solapamientos clinicos que existen entre ellos. En ese sentido, una de la
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hipétesis mdas aceptada en la actualidad es la consideracion de la esquizofrenia como un
trastorno del neurodesarrollo. Esta hip6tesis, acufiada a finales del siglo XX (4,5) se basa
en el descubrimiento de alteraciones cerebrales previas a la aparicidon de la sintomato-
logia caracteristica que permite teorizar sobre un posible origen ligado a modificaciones
tempranas en el desarrollo cerebral. A pesar de que manuales clinicos como el DSM-V
no reconocen la esquizofrenia como miembro de esta categoria, esta hipétesis se con-
sidera vigente y probada actualmente. Como veremos en puntos siguientes, la caracte-
rizacién de la esquizofrenia como un trastorno del neurodesarrollo no es meramente
una cuestién semantica, sino que, por sus implicaciones bioldgicas, va a abrir la puerta
a diferentes estrategias y ventanas terapéuticas con la capacidad de mejorar los trata-

mientos actuales para este trastorno.

1.2. Esquizofrenia: estado actual

Actualmente, la esquizofrenia afecta a aproximadamente 24 millones de personas
a nivel mundial, con una prevalencia de en torno a 1 de cada 300 personas (0.32 %),
siendo algo superior en la edad adulta (1 de cada 222 personas; 0.45 %) (6), aunque
otras fuentes reportan un porcentaje algo mas elevado (1%) (7), con una incidencia lige-
ramente mayor en hombres que en mujeres. La edad de debut en el trastorno es menor
en varones (en torno a los 20 afios) que en mujeres (en torno a los 30 afios). Con menor
frecuencia, la esquizofrenia puede aparecer durante la adolescencia temprana e incluso
a finales de la infancia (esquizofrenia de comienzo temprano o muy temprano) o mas

tarde, entre los 40 y 60 afos (esquizofrenia de comienzo tardio) (1).

Los sintomas asociados a este trastorno comprenden un muy amplio abanico que
suele clasificarse en dos categorias, sintomas positivos y sintomas negativos, aunque
este sistema organizativo ha sido, y sigue siendo, objeto de debate. Los sintomas posi-
tivos o psicoticos incluyen las alteraciones perceptivas, como es el caso de las alucina-
ciones visuales o auditivas, los delirios (creencias firme en pensamientos no sujetos a la
I6gica ni a la realidad) y la conducta desorganizada, que se puede manifestar por el
habla incomprensible o por la reiteracién de conceptos, cuya repeticion extrema puede
llevar, paraddjicamente, a la catatonia. Los sintomas negativos incluyen la pérdida de
motivacidon y de capacidad de experimentar emociones, la anhedonia o la disminucion
de la expresion verbal. Estos sintomas pueden coincidir con los presentados en la de-
presion, aunque algunos investigadores consideran la depresién, englobada dentro de
la esquizofrenia, como un sintoma perteneciente a una tercera categoria, los sintomas
de tipo afectivo. Esta categoria incluiria a su vez otros sintomas como la ansiedad. Ade-

mas, se ha llegado a considerar otra categoria mas en algunas caracterizaciones de este



trastorno: los sintomas cognitivos, que abarcan problemas de memoria, de concentra-

cién, de procesamiento de la informacién y de atencién (8).

Ademas de la sintomatologia asociada ya mencionada, la esquizofrenia presenta
comorbilidades con otros trastornos psiquiatricos. De este modo, ademas de la sinto-
matologia asociada a depresién ya descrita, muchas personas que sufren este trastorno
pueden sufrir trastornos de ansiedad, adiccion a sustancias de abuso y/o alcohol, tras-
tornos de estrés postraumatico, trastorno obsesivo-compulsivo o trastornos del panico
(9,10). Mas alla de las comorbilidades con otros trastornos psiquiatricos, existen otros
riesgos asociados a la esquizofrenia, no necesariamente relacionados con el trastorno
mental en si mismo. La esperanza de vida de personas que padecen esquizofrenia es
aproximadamente 17-20 afios menor que la media. Una de las principales causas de
esta drastica reduccién de la esperanza de vida son los problemas de salud derivados
de un consumo crénico de antipsicéticos, que se ha relacionado con la aparicién de
déficits cardiovasculares, diabetes u obesidad. Ademas, el aumento de la tasa de suici-
dios, asi como un estilo de vida menos saludable (dieta pobre, consumo de alcohol, falta

de ejercicio) es recurrente en las personas que sufren de este trastorno (11).

Mas alla de la sintomatologia asociada, las personas que sufren esquizofrenia, asi
como otros trastornos psiquiatricos, tienen que lidiar con el estigma social ligado a esta
enfermedad, lo que ademas ayuda a exacerbar la intensidad del trastorno. Este deterioro
de las relaciones dentro de la esfera social puede exacerbarse en situaciones de emer-
gencia sanitaria, como es el caso de la reciente pandemia causada por el SARS-CoV2, o
en paises con sistemas sanitarios deficientes, donde los pacientes que sufren este tras-
torno no reciben la ayuda externa que precisan, lo que les convierte en un colectivo
especialmente vulnerable (12). Se estima que, a nivel mundial, Unicamente el 31.3% de

las personas con psicosis reciben un tratamiento psiquidtrico especializado (6).

1.3. Etiologia de la esquizofrenia

La esquizofrenia es considerada un trastorno psiquiatrico heterogéneo y multifac-
torial. No existe un factor Unico que explique completamente su etiologia. En su lugar,
una amplia variedad de predisponentes genéticos y ambientales, asi como la combina-
cién de ambos, son considerados factores de riesgo cuya presencia puede desembocar

en la aparicion de este trastorno (ver Figura 1.1.).

Aunque la implicacién de los factores genéticos en la aparicion de la esquizofrenia
se daba por hecho desde principios del siglo XX por la acumulacion de evidencias de
casos de esquizofrenia en la misma familia (actualmente, la heredabilidad se ha esta-

blecido en torno al 60-80%) y mediante el estudio de gemelos monocigoticos, no fue
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hasta la publicacién de un estudio gendémico realizado en 2014, el mayor hasta la fecha,
cuando se empezd a considerar la esquizofrenia como un trastorno poligénico. En ese
estudio (13), los autores encontraron 108 loci que se encontraban alterados en esqui-
zofrenia. De los 108, el 75% incluian genes codificadores de proteinas. Muchos de ellos,
como es el caso de DRDZ2 (Dopamine Receptor D2), el gen diana sobre el que actuan
muchos farmacos antipsicéticos, relacionados con el sistema dopaminérgico. Otro gran
porcentaje, como GRM3 (Glutamate Metabotropic Receptor 3), GRIN2A (Glutamate lono-
tropic Receptor NMDA Type Subunit 2A) o GRI/A7 (Glutamate Receptor AMPA Type
Subunit 1), estaban relacionados con el sistema glutamatérgico. También describian loci
relacionados con la plasticidad sindptica o, fuera del sistema nervioso, con componentes
del sistema inmunitario. Estudios posteriores hallarian un mayor numero de genes mo-
dificados en personas con esquizofrenia, muchos de ellos relacionados con respuestas

de neuroinflamacién y con otros sistemas de neurotransmisién (14,15).

Figura 1.1.
Interacciones entre elementos genéticos y ambientales como factores de riesgo frente a la aparicion de

esquizofrenia
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previos a la aparicion de la esquizofrenia y su interaccion entre ellos. A + A: interaccion ambiente-ambiente;
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No obstante, la predisposicidn genética no es capaz por si sola de explicar com-
pletamente la etiologia de la esquizofrenia. Ademas de los factores de riesgo genético,
existe un amplio niumero de componentes ambientales que posibilitan la aparicion de
este trastorno. Estos actuarian durante periodos criticos del neurodesarrollo, como el
periodo prenatal, durante la gestacidn, o en etapas claves de la infancia y la adolescen-
cia, interactuando entre ellos y con los genes, produciendo a largo plazo los déficits

asociados a la esquizofrenia.

Uno de los factores que se ha ligado con mas frecuencia al desarrollo de la esqui-
zofrenia es el consumo de alcohol y de sustancias de abuso. Asi, el consumo de cannabis
se ha relacionado con el aumento del riesgo de aparicion de psicosis de un modo direc-
tamente proporcional a la dosis consumida: a mayor consumo, mayor riesgo (17). Ade-
mas, su consumo continuado después de la aparicion de los primeros brotes psicoticos
aumentara exponencialmente las probabilidades de recaida y la exacerbacién de los sin-
tomas (18,19). Algunos psicoestimulantes, como es el caso de la cocaina o las anfeta-
minas, se han relacionado también con el aumento del riesgo de apariciéon de psicosis
(20). Otras sustancias, como el alcohol (21) o incluso el tabaco (22), se han considerado

también factores de riesgo.

Podemos encontrar varias de las etapas clave del neurodesarrollo durante el pe-
riodo prenatal. Existen muchas circunstancias que pueden actuar como elementos dis-
ruptivos en esta fase del desarrollo temprano del sistema nervioso. Un andlisis mas de-
tallado sobre como estos factores pueden alterar el desarrollo normal del cerebro y so-
bre qué mecanismos moleculares pueden regir esta triple interaccion entre genética,
ambiente y neurodesarrollo se presentara en mayor profundidad en el capitulo siguiente
de la Introduccion (1.4.). Una de las complicaciones obstétricas mas frecuentes, la hi-
poxia fetal por insuficiencia de oxigeno, se ha ligado con un incremento potencial del
riesgo de desarrollar psicosis a largo plazo, tanto en estudios clinicos (23,24) como en
modelos animales (25). Otras complicaciones obstétricas pre- y perinatales, como el
nacimiento prematuro, la preeclampsia o el sangrado durante el parto, se han conside-
rado también factores de riesgo (24). Las infecciones prenatales son otro predisponente
ambiental clave de cara a desarrollar potencialmente psicosis a largo plazo. Asi, son
numerosos los estudios que muestran una clara correlacion entre la exposicion a bac-
terias o virus en etapas concretas del embarazo y el aumento de la probabilidad de
desarrollar esquizofrenia a principios de la edad adulta (26-28). Probablemente relacio-
nado con las infecciones prenatales, se ha trazado asimismo una curiosa correlacién
entre la estacién del afio en la que se produce el nacimiento y el riesgo de desarrollar
esquizofrenia. De este modo, se ha observado un incremento de esta probabilidad en
aquellas personas nacidas en invierno o a principios de la primavera (29,30). No obs-

tante, el periodo prenatal no es el Unico susceptible a sufrir infecciones que puedan
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acarrear el riesgo de sufrir esquizofrenia. Varios estudios demuestran que la exposicién
a agentes viricos concretos durante la infancia también puede incrementar el riesgo de

desarrollar este trastorno (28,31,32).

Ademas de los factores ya mencionados, se han caracterizado distintos compo-
nentes socioculturales que podrian correlacionar con la aparicion de esquizofrenia:
eventos migratorios forzosos, experiencias de discriminacion, guerras, la vida en en-
torno urbano o la malnutricion han evidenciado ser factores que, sumados a alguno de
los anteriores o, en colaboracién con los predisponentes genéticos, pueden incrementar

exponencialmente el desarrollo potencial de la esquizofrenia (33-36).

1.4. El cerebro en esquizofrenia: alteraciones morfologicas

La accion de los factores tanto genéticos como ambientales implica la alteracién
de una serie de factores moleculares que seran responsables de los sintomas asociados
a este trastorno. Sobre estos factores se hablard en puntos posteriores en mayor pro-
fundidad. En Gltimo término, estos factores serdn los responsables de alteraciones en
regiones cerebrales y vias nerviosas que tendran una implicacién directa en la sintoma-
tologia clinica propia de la esquizofrenia. Aunque actualmente existen muchas hipétesis
al respecto, una de las que ha gozado de mas respaldo cientifico esta relacionada con
dos vias dopaminérgicas, la mesolimbica, principalmente, y la mesocortical. La via me-
solimbica, también conocida como la via de la recompensa, proyecta sus neuronas desde
el area tegmental ventral hasta diferentes regiones del sistema limbico, especialmente
el nicleo accumbens (37). Teéricamente, la hiperfuncién de esta via estaria detras de la
sintomatologia positiva de la esquizofrenia, aunque al mediar en parte en respuestas
emocionales, una disfuncion a este nivel podria estar detrds asimismo de la sintomato-
logia negativa. Otra via que podria estar alterada en este trastorno es la via mesocortical.
Esta via que también parte del area tegmental ventral, proyecta mayoritariamente sus
neuronas hasta la corteza prefrontal. En este caso, una hipofuncién dopaminérgica es-
taria detrds de los sintomas tanto negativos como cognitivos del trastorno (38). Mas alla
de la alteracién de varios sistemas dopaminérgicos de neurotransmisién, se ha hipote-
tizado con la participacion de otros sistemas, como el glutamatérgico, el serotoninérgico
o el gabaérgico, en la modulacion de estas regiones cerebrales como se vera mas ade-
lante. Esto queda alin mas patente con la distinta eficacia de los farmacos de uso comun
en esquizofrenia, los antipsicoticos, cuyo funcionamiento, mayoritariamente orientado
a la actuacién sobre el sistema dopaminérgico, no es suficiente para paliar todo el es-
pectro sintomdatico de este trastorno. Sobre la farmacologia de la esquizofrenia se ha-

blard en secciones posteriores.



1.5. La esquizofrenia como trastorno del neurodesarrollo

El DSM-V considera los trastornos del neurodesarrollo como el grupo de enferme-
dades que comienzan durante el periodo de desarrollo del sistema nervioso, provocando
déficits relacionados, a medio y largo plazo, con un deterioro de la funcién neurolégica.
El término con el que se conoce a este grupo de enfermedades fue acunado en 1820 por
el psiquiatra francés Etienne Jean Georget (39), pero no fue incluido en el DSM hasta su
tercera edicion y, entonces, formaba parte Unicamente del trastorno del espectro autista.
Actualmente, ademas de éste, el DSM-5-TR engloba como trastornos del neurodesarro-
llo la discapacidad intelectual, el trastorno por déficit de atencion-hiperactividad, los
trastornos motores del neurodesarrollo, los trastornos de la comunicacion, del apren-
dizaje y de la motricidad (1). Sin embargo, la esquizofrenia no estd incluida en esta
categoria. La correcta caracterizacion y clasificacidon de los trastornos no es baladi, no
tanto por su consideracidon semantica, sino por las implicaciones fisiopatoldgicas aso-
ciadas a esta caracterizacion. En ese sentido, los trastornos del neurodesarrollo se de-
nominan como tal por presentar una serie de alteraciones a nivel cerebral cuyo conoci-
miento puede facilitar la correcta interpretacién de las estrategias terapéuticas a aplicar.
Ademas, en este caso implica también la presencia de déficits y modificaciones en una
fase premérbida de la patologia, considerablemente anterior a la aparicién de los sinto-
mas, permitiendo asi un mayor margen terapéutico en el que las estrategias pueden ser
utilizadas en ventanas anteriores, posibilitando el desarrollo de terapias preventivas,
ademas de las meramente sintomaticas. Por tanto, la caracterizacion de la esquizofrenia
como un trastorno del neurodesarrollo no tiene Gnicamente implicaciones diagnésticas,
sino también de cara a la comprensién de la etiologia de la enfermedad, asi como de la
busqueda de nuevos tratamientos frente a este trastorno. En el Capitulo 2 de la Intro-
duccién se abordaran en mayor profundidad las estrategias terapéuticas frente a la es-

quizofrenia.

Existen multiples evidencias que permiten identificar la esquizofrenia como un
trastorno del neurodesarrollo. En 1994, un estudio retrospectivo ya mostré un aumento
significativo de los déficits de la funcién neuromotora en nifios de hasta dos afnos que
posteriormente desarrollaron esquizofrenia, en comparaciéon con nifios que no desarro-
[laron ningln trastorno psiquidtrico en edad adulta (40). En 2010, cientificos daneses
publicaron un articulo en el que se analizé una muestra poblacional de 5675 personas
en un estudio longitudinal sin precedentes, con un seguimiento que se extendié durante
45 afos. En éste, identificaron 12 hitos del desarrollo que suelen darse durante el primer
ano de vida, tales como andar, sonreir, gatear o sentarse. Para cada una de las personas
que formaron parte del estudio, analizaron a qué edad se alcanzé cada uno de los 12
momentos claves del desarrollo normal. A los 45 afios, 92 personas habian desarrollado

esquizofrenia y, lo que es mas importante, todas habian alcanzado cada uno de los 12
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hitos significativamente mas tarde que las personas control que no habian desarrollado
ningdn trastorno psiquiatrico en estos 45 anos, evidenciando alteraciones tempranas
del desarrollo (40).

Otra prueba que juega a favor de la hipétesis de la esquizofrenia como trastorno
del neurodesarrollo es la aparicion de alteraciones estructurales, funcionales, de conec-
tividad y neuroquimicas en el cerebro afios antes de que se realice el diagnéstico clinico
formal de la patologia (41-43). De este modo, estudios de morfometria cerebral reali-
zados mediante imagen por resonancia magnética han mostrado alteraciones neuro-
anatomicas en varias estructuras que, durante el transcurso del trastorno, estaran igual-
mente afectadas. Ejemplo de ello son la disminucién del tamafio de regiones como el
hipocampo, la amigdala, el tdlamo o el ntcleo accumbens, asi como una reduccién del
grosor cortical y un aumento de otras areas, como el globo palido o el sistema ventri-
cular (44,45). Otros estudios han indicado alteraciones globales a nivel de la sustancia
gris y blanca global (46). En ese sentido, estudios de imagen por difusién han mostrado
alteraciones de la conectividad entre regiones con una implicacién importante en esqui-
zofrenia, junto con la reduccién de la fraccién de anisotropia de fibras cortico-taldmicas
y del cuerpo calloso (47,48). Estudios realizados mediante tomografia por emisién de
positrones han indicado asimismo una reduccién de la actividad cerebral ligada a regio-

nes frontales del mismo (43).

1.5.1. Factores ambientales y neurodesarrollo: la importancia del “cuando”

Como ya se ha mencionado, las alteraciones en el programa normal del neurode-
sarrollo que, a la larga, pueden desembocar en la aparicidon de esquizofrenia, son cau-

sadas por factores de riesgo disruptivos de origen tanto genético como ambiental.

Las etapas prenatal y perinatal (Figura 1.2.) suponen, por motivos obvios, dos de
las fases del neurodesarrollo mas relevantes y susceptibles de acarrear alteraciones pos-
teriores cuando los procesos que en ellas se encuadran son modificados. Durante el
primer trimestre de la gestacion, el feto comienza a desarrollar desde cero su sistema
nervioso. En este periodo, tiene lugar la neurulacién, que se completa con la formacién
del tubo y la cresta neural y, tras la cual, se produce la regionalizacion de estas estruc-
turas en las partes individuales y diferenciadas del cerebro y el resto del sistema nervioso
(49). Por ello, cualquier factor externo que modifique de algiin modo este plan normal
de desarrollo en estas etapas tan tempranas suele implicar patologias muy graves o
incluso letales, con un riesgo muy alto de terminar con la vida del feto antes del parto o
pocos meses o afios después, como es el caso de la espina bifida, la anencefalia o la
hidrocefalia (50,51).



El segundo y el tercer trimestre parten de un sistema nervioso mas desarrollado,
pero aun tremendamente incipiente. En ambos periodos, aparecen los primeros eventos
de neurogénesis, un proceso clave del neurodesarrollo en el que las células de las es-
tructuras cerebrales recién formadas se diferencian en poblaciones neuronales concre-
tas, migran a regiones cerebrales especificas y los primeros neurotransmisores empie-

zan a sintetizarse.

Figura 1.2.
Esquema con las etapas del neurodesarrollo en ser humano y en ratas
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Fig. 1.2. Adaptado de (52). En la figura se representan, esquematizadas, las etapas principales del desarrollo
nervioso en el ser humano y en ratas. Durante el segundo y el tercer trimestre de gestacion en humanos
ocurren eventos significativos de mielinizacion y sinaptogénesis, especialmente susceptibles a la influencia
de factores externos. Abreviaturas: Mielin: mielinizacion, NCr: formacion de los nervios craneales, Plast:
eventos plasticidad, Sinapt: sinaptogénesis.

La neurogénesis comienza ya en las Ultimas semanas del primer trimestre de ges-
tacion y se extiende progresivamente durante el segundo trimestre hasta alcanzar su

maximo durante las primeras semanas del tercer trimestre de gestacién. No obstante,
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algunos nichos de poblaciones neuronales especificas son capaces de inducir diferen-
ciaciéon neuronal durante el periodo postnatal (53). Coincidiendo con el periodo de fina-
lizacidon de los procesos neurogénicos, a principios del tercer trimestre, comienza otro
evento clave del neurodesarrollo, la sinaptogénesis: con las neuronas ya diferenciadas
casi en su totalidad, y con su destino intracerebral ya alcanzado, estas neuronas empie-
zan a realizar cambios tanto bioquimicos como morfolégicos en las membranas celula-
res, posibilitando la creacién de nuevas sinapsis y, con ello, de redes neuronales. Este
proceso se extiende en el tiempo mas alla del periodo prenatal, alcanzando su periodo
maximo de actividad en torno a los dos afios de edad (49,53). Finalmente, otro evento
fundamental del neurodesarrollo, la mielinizaciéon, comienza en las Ultimas semanas de
gestacion, aunque su desarrollo postnatal se producird de manera mayoritaria durante
el periodo postnatal, hasta casi la edad adulta. De este modo, la irrupcién de posibles
factores ambientales (infecciones viricas o bacterianas, malnutricion, estrés, etc.) dis-
ruptivos en eventos clave de neurogénesis o de sinaptogénesis durante el segundo y/o
el tercer trimestre de gestacion podria alterar la correcta diferenciacién y la migracién
de las neuronas, asi como la futura creacién de sinapsis por las mismas. Estos cambios
se han ligado en numerosos articulos con el posterior desarrollo de trastornos psiquia-
tricos. Sobre estas alteraciones y los mecanismos que las rigen se discutira en mayor

profundidad en el epigrafe 1.4.2.

Aunque para el momento del nacimiento las estructuras cerebrales presentes en
el cerebro del recién nacido son muy similares a las presentes en una persona adulta,
aun es necesaria la aparicién de nuevos eventos del neurodesarrollo, esenciales en la
formacion correcta del cerebro y del sistema nervioso. Como ya se ha mencionado en el
parrafo anterior, aunque el grueso de la sinaptogénesis se realiza durante la gestacién,
ésta no concluye hasta pasados dos afios tras el nacimiento. Otro proceso iniciado en la
gestacion, la mielinizacion, continla de manera progresiva hasta en torno los 25 afos
de edad. Ademas de los mencionados, un evento esencial en el periodo postnatal es la
poda sindptica. Tras el nacimiento y la finalizacion de la sinaptogénesis, a excepcion de
los pequefios nichos neuronales ya descritos, se produce a continuacién la eliminacion
de aquellas sinapsis de uso menos frecuente, reforzando indirectamente aquellas que si
permanecen (54). Este proceso de destruccion del exceso de sinapsis creadas durante la
sinaptogénesis previa se extiende en el tiempo durante la infancia y la adolescencia,
alcanzando su pico justo antes de la pubertad, y durando éste hasta la edad adulta. Por
ello, durante la infancia y la adolescencia existen numerosos periodos criticos del neu-
rodesarrollo en los que la influencia de los factores ambientales ya descritos puede al-
terar el desarrollo cerebral correcto y desencadenar la aparicidon de trastornos mentales.
Este riesgo se ve aumentado asimismo si se produce la conjuncién de varios de estos
factores en ventanas diferentes del desarrollo. En ese sentido, un nimero importante de

estudios describe cédmo la infeccién prenatal durante la gestacién predisponia a una
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mayor susceptibilidad frente a la exposicién a nuevos elementos ambientales disrupti-
vos en etapas vitales posteriores, de cara al desarrollo de trastornos psiquidtricos en
edad adulta (55).

1.5.2. Inflamacion y estrés oxidativo en etapas claves del neurodesarrollo

Hasta ahora, hemos visto que la conjuncién entre determinados factores ambien-
tales y genéticos en momentos clave del neurodesarrollo durante la gestacién, la infancia
y/o la adolescencia puede traer aparejada la aparicion posterior de trastornos psiquia-
tricos como la esquizofrenia, pero aln queda en el aire una pregunta: jcudles son los
mecanismos a través de los cuales estos factores disruptivos pueden modificar el neu-
rodesarrollo normal? Sobre esta cuestion mucho se ha hipotetizado hasta la fecha, sin
que haya un consenso absoluto sobre cuales son los mecanismos principales que me-
dian en la apariciéon de esquizofrenia. Una de las conclusiones que si se ha asentado
durante las dos ultimas décadas es el rol clave que parecen jugar en la etiologia de este

trastorno tanto la inflamacion como el estrés oxidativo.

La inflamacién es un mecanismo biolégico de proteccién frente a elementos ex-
ternos considerados por el organismo como potencialmente peligrosos y, en ultimo tér-
mino, dirigido a contribuir en los procesos iniciales de reparaciéon de los posibles dafos
causados. La inflamacién se puede considerar inicialmente como una respuesta positiva,
pero su prolongacion excesiva en tiempo y/o en intensidad puede acarrear consecuen-
cias negativas (56). Este proceso coexiste y estd intimamente interrelacionado con otros,
como el estrés oxidativo o la apoptosis, con un potencial intrinsecamente positivo pero
cuya persistencia y desregulacidon prolongadas pueden implicar respuestas lesivas para
el organismo que también contribuyan en la aparicién de sintomatologia asociada a es-

quizofrenia.

Como se ha descrito previamente, existen elementos ambientales que pueden
desarrollar un escenario nocivo para el organismo, alterando etapas claves del neuro-
desarrollo. Estos elementos, en ultimo término, podrian iniciar esta cascada de efectos
deletéreos a partir de un aumento exacerbado tanto de la inflamacién como del estrés
oxidativo. Por ejemplo, en la etapa prenatal la infeccion con agentes viricos o bacterianos
concretos desencadena una respuesta defensiva de inflamacién por parte del sistema
inmunitario materno. Esta respuesta implica la liberacion de citoquinas proinflamatorias
como las interleuquinas 1B (IL1B) y 6 (IL6) o el Interferén o (IFNx), orientadas a combatir
la infeccién. No obstante, estas citoquinas son capaces de atravesar la placenta e inter-
actuar de igual manera con el feto y su sistema inmunitario aun incipiente, causando un
desequilibrio entre mecanismos inflamatorios y antiinflamatorios y desarrollando asi un

ambiente constante de inflamacién, responsable de la alteracion de las etapas normales
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de neurodesarrollo (57). De hecho, el mecanismo de activacion inmunitaria materna es
uno de los que se aplica en varios modelos animales que pretenden replicar trastornos
del neurodesarrollo como la esquizofrenia (58). Mas adelante, en el Capitulo 3 de la

Introduccién, se abordara este tema en mayor profundidad.

En etapas posteriores del neurodesarrollo, durante la infancia o la adolescencia, la
exposicion a factores ambientales como las susodichas infecciones, o a otros no nece-
sariamente de caracter infeccioso, también se ha relacionado con un desequilibrio de la
respuesta inflamatoria que, a su vez, desembocaria en la alteracién de procesos clave
del desarrollo neuronal, como la finalizacién del proceso de mielinizacién de las fibras
nerviosas o de la poda sindptica en regiones concretas del cerebro. Otro ejemplo es la
aparicion de estos elementos externos disruptivos en etapas concretas de la adolescen-
cia en las que los procesos de neurodesarrollo mencionados coinciden con la madura-
cién de la neurotransmisidon dopaminérgica en areas corticales especificas, cuyo desa-
rrollo inadecuado esta implicado en la aparicién de parte de la sintomatologia asociada
a esquizofrenia (59). Ademas, la presencia de polimorfismos en genes concretos rela-
cionados con inflamacion se puede unir a los factores ambientales como posible desen-
cadenante del desequilibrio inflamatorio y oxidante (60). En ese sentido, diversos estu-
dios han indicado la presencia de alteraciones en genes relacionados con la respuesta
inmunitaria como el del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), del factor nu-

clear kB (NF-kB) o de la IL-6 en pacientes con esquizofrenia (61,62).

La implicacion de la inflamacion y el estrés oxidativo descontrolados en la pato-
genia de este trastorno se manifiesta en la alteracién de diferentes marcadores, tanto
inflamatorios como oxidantes, en pacientes de esquizofrenia, en fases distintas del tras-
torno. De este modo, se ha descrito una disminucién significativa de la capacidad anti-
oxidante en el plasma de individuos tras su primer brote psicético, con reducciones
especificas de marcadores antioxidantes, como la catalasa (CAT) o la superéxido dis-
mutasa (SOD) (63). También tras el primer brote psicético, la disminucién de glutation
(GSH), una de las moléculas de mayor importancia en la respuesta antioxidante, se ha
correlacionado asimismo con una reduccién a largo plazo del volumen de sustancia gris
en regiones corticales, sugiriendo la mas que probable relacién entre el estrés oxidativo
y la aparicion de déficits que desemboquen en la sintomatologia tipica del trastorno
(64). Ademas, varios estudios postmortem realizados a partir de cerebros de pacientes
que padecian diferentes subtipos de esquizofrenia identificaron un aumento del estrés
oxidativo en regiones cerebrales relacionadas con la patogenia del trastorno, como la
corteza prefrontal, el ntcleo caudado o el hipocampo (65). A nivel inflamatorio, se ha
descrito un aumento significativo de las citoquinas proinflamatorias, tanto a nivel plas-
matico (66) como en el cerebro (67). Estudios postmortem también han mostrado un

perfil proinflamatorio en cerebros de pacientes con esquizofrenia (68).
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Aunque parece probado que tanto la inflamacién como el estrés oxidativo juegan
un rol clave en el desarrollo del trastorno, aun se desconoce cdmo estos dos procesos
son capaces de desembocar en la gran variedad de déficits y sintomas presentes en
esquizofrenia. Son muchas las hipétesis al respecto que han explicado, al menos par-
cialmente, el nexo entre ambos procesos y las alteraciones presentes en el trastorno (ver
Figura 1.3.). En ese sentido, varias de estas hipotesis coinciden en el papel fundamental
de la microglia. Frente a eventos externos disruptivos, estas células, hasta ese momento
en estado quiescente, inactivas, se activan al lamado estado M1 vy liberarian compuestos
proinflamatorios. En condiciones normales, la microglia transitaria del estado M1 al M2,
destinado a la liberacién de compuestos antiinflamatorios, para contrarrestar el estatus
proinflamatorio anterior. Sin embargo, en condiciones de estrés prolongado, el estado
M1 microglial se mantendria, provocando la liberacién constante de compuestos proin-
flamatorios, como la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), sustancias reactivas del oxi-
geno (ROS) u otras moléculas mediadoras de inflamacién o estrés oxidativo (69-71). Si
este incremento se produce en etapas claves del neurodesarrollo, puede aumentar las
susceptibilidades de poblaciones neuronales especificas, como es el caso de las inter-
neuronas que expresan parvalbimina (PVI), muy implicadas en la integracion de circuitos
neuronales, y cuya mayor sensibilidad a perturbaciones del ambiente inflamatorio puede
dafar especialmente (72). De hecho, su alteracién en fases tempranas del neurodesa-
rrollo se ha relacionado con déficits cognitivos (73). La actividad microglial prolongada
también se ha correlacionado, debido a la masiva liberacién de citoquinas proinflama-
torias y ROS, con una disfuncién de los oligodendrocitos, las células nerviosas respon-
sables de la creacion de las vainas de mielina y, por ende, de los eventos de mieliniza-
cion, etapa clave del neurodesarrollo (74). Esto explicaria, asimismo, la desmielinizacién
y las alteraciones en la sustancia blanca que se han observado en los cerebros de pa-
cientes con esquizofrenia temprana (75). La inflamacion y el estrés oxidativo exacerba-
dos se han relacionado también con la disfuncion mitocondrial y los déficits en el me-
tabolismo energético que éste conlleva (76). Esta correlacién implicaria ademas eventos
indeseados de apoptosis, asi como una desregulacién de la neurogénesis, que tendrian
como resultado una incorrecta maduraciéon de las redes neuronales en creacidn si el
deterioro se produce en una etapa clave del neurodesarrollo. Ligado a los eventos de
neurogénesis, se ha descrito una disminuciéon asociada de neurotrofinas en estudios
postmortem de pacientes de esquizofrenia, lo que podria estar relacionado con altera-

ciones en la conectividad sinaptica durante el neurodesarrollo (77).

Los eventos de inflamacion y estrés oxidativo exacerbados se han ligado asimismo
con alteraciones tempranas en la microbiota intestinal y, a su vez, con la aparicién de la
sintomatologia asociada a esquizofrenia, debido a su rol regulador sobre distintos com-
ponentes del sistema inmunitario y sobre la microglia (78). En ese sentido, hay cada vez
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mas voces que defienden el rol clave del eje intestino-cerebro en la etiopatogenia de la

esquizofrenia y de otras patologias neurolégicas (79).

Figura 1.3.
Inflamacion y estrés oxidativo como factores asociados a los déficits celulares relacionados con esquizo-

frenia
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Fig. 1.3. Esquema resumen con los principales mecanismos que relacionan los factores ambientales, el
aumento del estrés oxidativo y la inflamacion y déficits neuronales. Ante una situacion de estrés cronico,
se liberan mediadores proinflamatorios como las citoquinas (CQs), las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y de nitrogeno (NOS) y las prostaglandinas (PGs) por parte de las células inmunitarias. Estos mediadores,
junto con metabolitos bacterianos producto de un desequilibrio en el eje intestino-cerebro, atraviesan la
barrera hematoencefalica, con su consiguiente efecto sobre neuronas especialmente vulnerables, como las
interneuronas que expresan parvalbumina (PVI). Del mismo modo, ante una situaciéon de estrés cronico, la
microglia se activa y contribuye en la liberacion de mas de estos mediadores proinflamatorios.
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La influencia de la microbiota bacteriana sobre el funcionamiento normal del ce-
rebro puede ocurrir mediante multiples y variados mecanismos. Uno de ellos es la mo-
dulacién que el microbioma puede ejercer sobre el eje hipotaldamico-pituitario-adrenal
(HPA), implicado en la respuesta al estrés y cuyo funcionamiento incorrecto se ha rela-
cionado con el desarrollo de la esquizofrenia (80). El microbioma puede también inter-
venir sobre el metabolismo del triptéfano y, por tanto, indirectamente, sobre el sistema
serotoninérgico de neurotransmisién, también muy implicado en este trastorno (81).
Ademas, varios estudios han demostrado la capacidad del microbioma para directa-
mente regular el desarrollo fisico normal del cerebro. Un articulo de 2016 mostré even-
tos de hipermielinizacién en neuronas de la corteza prefrontal de ratones sin flora bac-
teriana (82). Otro estudio del mismo afio reportd diferencias en las dendritas de neuro-
nas del hipocampo y de la amigdala entre ratones con y sin flora bacteriana (83). Esa
interacciéon entre el microbioma y el cerebro funciona también en sentido contrario: di-
versos estudios han demostrado algunos farmacos con efecto sobre el cerebro, como
los antipsicéticos, pueden modular el microbioma bacteriano (84,85). Esta modulacion
bidireccional puede ser de gran relevancia de cara al desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas en esquizofrenia. En cualquier caso, mas alla del rol clave del microbioma
bacteriano en este trastorno, de nuevo nos encontramos con la importancia de la infla-
macion y el estrés oxidativo como moduladores de la accion de los diferentes compo-
nentes bacterianos y su efecto en el cerebro. Asi, uno de los mecanismos esta relacio-
nado con la activacién de las vias nerviosas ligadas al nervio vago, que desemboca en la
modulacion de células del sistema inmunitario y, a su vez, en la liberacion de moléculas
con potencial proinflamatorio y prooxidante (86). A su vez, se ha descrito también que
muchos productos del metabolismo bacteriano con potencial proinflamatorio y prooxi-
dantes son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y actuar directamente sobre
el cerebro (79).

Por ultimo, la inflamacién y el estrés oxidativo guardan una estrecha relaciéon con
dos de los déficits mas caracterizados en esquizofrenia: las alteraciones en los sistemas
dopaminérgico y, en menor medida, glutamatérgico. De hecho, la mayoria de los trata-
mientos antipsicoticos actuales, como veremos, actlan directamente sobre el sistema
dopaminérgico, bloqueando los receptores D2. De este modo, se ha relacionado el au-
mento prolongado de la inflamacion con la hipofuncién crénica del receptor del acido
N-metil-D-aspartico (NMDA), originando un aumento de la concentracion de glutamato,
que no puede ser correctamente procesado, en regiones corticales e hipocampales. Esto
conduciria a un incremento de la excitotoxicidad y de la neurodegeneracién en pobla-
ciones neuronales concretas, como las interneuronas liberadoras de parvalbimina, antes
mencionadas (87). Ademas, la activacidon de ese receptor juega un papel clave en la li-
beracion de compuestos antioxidantes, por lo que su hipofuncién incrementaria inevi-

tablemente tanto el estado inflamatorio inicial como el estrés oxidativo. El aumento de
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la inflamacion y el estrés oxidativo, debido a perturbaciones no sélo en la microglia, sino
en los distintos componentes celulares del sistema inmunitario, se ha ligado también
con alteraciones en la neurotransmisién dopaminérgica. Causaria asi de modificaciones
en los circuitos neuronales de regiones cerebrales como la corteza, el hipocampo, el
talamo o el cuerpo estriado (88). En ultimo término, estas alteraciones se han sugerido
como las principales responsables de la aparicion de los sintomas positivos, negativos
y cognitivos, caracteristicos de la esquizofrenia. No obstante, la heterogeneidad de las
perturbaciones en el sistema dopaminérgico en funcién del area cerebral afectada, asi
como la dispar eficacia de los fairmacos antipsicéticos que tienen como diana este sis—
tema, invitan a pensar en una conjuncion entre los factores descritos en este punto como
causa principal de estos sintomas, con un catalizador comun para todos ellos: la infla-
macién prolongada y el estrés oxidativo consecuente de este estado (88). Las evidencias
que apuntan a la implicacién fundamental de la inflamacién y el estrés oxidativo en la
patogenia de la esquizofrenia abren la puerta a la posibilidad de un nuevo marco tera-
péutico en el que los farmacos antiinflamatorios y antioxidantes podrian tener un rol

clave en la busqueda de tratamientos mas eficaces para combatir este trastorno.

2. Tratamientos de la esquizofrenia
2.1. Antecedentes y estado actual

Las estrategias terapéuticas focalizadas en eliminar los sintomas tipicos de la es-
quizofrenia se basan actualmente en el uso combinado de medicaciéon farmacolégica
junto con psicoterapia. La terapia farmacoldégica mas empleada a dia de hoy consiste en
la administracién de antipsicoticos. Los primeros fairmacos de este tipo, el haloperidol y
la clorpromacina, empezaron a usarse a principios de la década de los 60 (89). Estos dos
compuestos neurolépticos forman parte de lo que se conoce como antipsicéticos de
primera generacion, una familia de farmacos cuyo funcionamiento se basa en el bloqueo
de los receptores de dopamina D2 (90). Uno de los principales problemas de este grupo
de farmacos es su baja especificidad respecto a las vias dopaminérgicas sobre las que
actlan, blogueando los receptores Dz en cualquiera de ellas y no Unicamente en la via
mesolimbica, una de las mas implicadas en la sintomatologia. Esto implica un aumento
de los posibles efectos secundarios asociados, como la discinesia y la rigidez muscular,
resultado de la interaccion con la via nigroestriatal, e incluso una potenciacién de algu-
nos sintomas negativos y cognitivos, por su accion en la via mesocortical (91). Casi cua-
renta anos después del desarrollo de la clorpromacina, se empez6 a extender el uso de
un nuevo farmaco, la clozapina, que seria el primero de los compuestos que formarian
parte los Ilamados antipsicéticos de segunda generacién (92). Su principal mejora res-

pecto a la generacidn previa era la reduccién de los sintomas negativos y cognitivos,
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junto a una menos frecuente aparicion de efectos secundarios. Estos farmacos, también
conocidos como antipsicéticos atipicos, presentan un antagonismo mas reducido frente
a los receptores dopaminérgicos D2, pero lo compensan con su habilidad para interac-
tuar con otros receptores, principalmente con los receptores serotoninérgicos 5-HTza
(93). Precisamente su habilidad para afectar a un mayor rango de receptores es la causa
de la aparicién frecuente de otros efectos secundarios que no estaban tan extendidos
con los de primera generacién. De este modo, su posible interaccion con receptores
histaminérgicos, colinérgicos y adrenérgicos seria la responsable del desarrollo habitual
de efectos metabdlicos adversos, especialmente obesidad y diabetes (94). Ademas, la
interaccién con receptores D2 -efecto compartido con los antipsicoticos de primera ge-
neracién- de la via tuberoinfundibular puede incentivar la liberaciéon excesiva de pro-
lactina, desembocando en eventos de hiperprolactinemia y, por tanto, en alteraciones

metabolicas y endocrinas (95).

Tras esta generacion de farmacos llegaron, mas recientemente, los antipsicéticos
de tercera generacion, también llamados estabilizadores de la dopamina, que compren-
den al aripiprazol, el bexpiprazol y la cariprazina. Estos antipsicéticos, usados especial-
mente en los grupos de pacientes con esquizofrenia con sintomatologia negativa pre-
dominante, basan su mecanismo de accién en su agonismo parcial con los receptores
dopaminérgicos, en contraposicion al antagonismo de las dos generaciones anteriores
(96). De este modo, en situaciones de altas concentraciones extracelulares de este neu-
rotransmisor, estos farmacos compiten con la dopamina, resultando en un antagonismo
parcial del mismo, que llevaria a su vez a los beneficios clinicos observados (96). La
principal ventaja de estos compuestos frente a las generaciones previas es el aumento
de su efectividad para tratar los sintomas negativos, mucho mayor que sus predeceso-
res, especialmente en comparacién con la primera generacion. En contraposicién a sus
beneficios, juega en su contra la persistencia de distintos efectos secundarios tras el

tratamiento cronico (97).

Mas alla de los tratamientos basados en la administracion de antipsicoticos clasi-
cos y atipicos, usados principalmente por su accién sobre los sistemas dopaminérgicoy
serotoninérgico, durante los uUltimos afios se han desarrollado nuevos compuestos que
actian sobre dianas celulares distintas. Este es el caso de los farmacos que actiian sobre
el sistema glutamatérgico, también implicado en la génesis del trastorno. Un ejemplo es
la bitopertina, un inhibidor de la recaptacién de la glicina, que ya ha mostrado en ensa-
yos clinicos una mejora parcial de la sintomatologia negativa (98). Otros farmacos mo-
duladores del sistema gabaérgico, como las benzodiacepinas (99), o distintos agonistas

colinérgicos, estan siendo actualmente evaluados.
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2.1.1. Limitaciones de los tratamientos con antipsicéticos

Las estrategias terapéuticas basadas en el uso de antipsicoticos estan sujetas a
varias limitaciones y contraindicaciones, varias de ellas derivadas, como ya se ha expli-
cado, de los efectos secundarios producidos tras el consumo crénico de estos farmacos.
Los efectos adversos van desde los problemas motores, la obesidad y la diabetes men-
cionadas anteriormente, hasta problemas cardiovasculares derivados de su uso crénico
y que supone una de las principales causas de reduccién de la esperanza de vida en
pacientes de este trastorno. Mas alla de los efectos secundarios, la principal limitacién
asociada a este tipo de estrategia terapéutica esta relacionada con la falta de respuesta
al tratamiento de un porcentaje importante de pacientes. De hecho, diferentes estudios
estiman que en torno al 35 % de las personas que padecen esquizofrenia no responden
correctamente al tratamiento con antipsicoticos (100). Se considera esquizofrenia resis—
tente al tratamiento aquella en la que no hay remision de los sintomas tras la prescrip-
cién de dos antipsicéticos diferentes. Por lo general, cuando esto sucede, se opta por la
prescripcion de la clozapina, probablemente el compuesto neuroléptico con mayor efec-
tividad para sortear la resistencia. Sin embargo, incluso del total de pacientes resistentes
al tratamiento que reciben clozapina en ultima instancia se estima que en torno al 30 %
de ellos sigue mostrando resistencia al tratamiento (101). Ademas, el uso crénico de la
clozapina se ha relacionado con la aparicion de numerosos efectos adversos, entre los
que destaca, por su gravedad, la agranulocitosis (102). Por el momento, se desconocen
cudles son las causas detras de la resistencia diferencial a los tratamientos, pero lo que
si resulta evidente es que existen perfiles diferentes de pacientes en los que el trata-
miento Unico con antipsicoticos se muestra como una herramienta insuficiente para pa-

liar o eliminar los sintomas de esta patologia.

Ademas de lo previamente descrito, otra limitacidon clave del tratamiento con an-
tipsicoticos es su baja tasa de éxito para reducir los sintomas que no sean positivos.
Mientras que muchos de los farmacos ya presentados si consiguen reducir las alucina-
ciones visuales y auditivas, asi como los trastornos disociativos del pensamiento
(103,104), este porcentaje se reduce en gran medida para la sintomatologia negativa y
cognitiva. Antipsicoticos como la clozapina si consiguen paliarlos en mayor medida,

pero en una proporcion considerablemente menor que los positivos (105-107).

2.2. Nuevas estrategias terapéuticas

El desarrollo de los antipsicéticos como terapia paliativa en esquizofrenia ha sido,
sin duda, uno de los mayores hitos dentro de las estrategias terapéuticas de este tras-
torno, pero las limitaciones que aun presenta han incrementado, en las dos ultimas dé-

cadas, el interés de los investigadores en discernir los mecanismos moleculares que
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rigen esta patologia. Los avances al respecto, ya descritos en puntos anteriores, permi-
ten dibujar un escenario en el que el tratamiento de la esquizofrenia trascienda el uso
de los antipsicoticos y apunte en otras direcciones que, o bien complementen, o bien

sustituyan aquellas que han probado no ser completamente eficaces.

Uno de los frentes abiertos mas en auge actualmente estd relacionado con el desa-
rrollo de fairmacos multidiana. La utilizacién de estos compuestos, cuya principal ventaja
es su interacciéon con varios ligandos, responde a la implicacién de numerosos y diversos
mecanismos en la etiopatogenia de este trastorno, asociada a su vez a la aparente va-
riedad de perfiles de pacientes de esquizofrenia. Un compuesto multidiana permitiria
interaccionar con un rango superior de dianas dentro de la intrincada red de mecanismos
implicados en el trastorno y, por tanto, presumiblemente, lograria un efecto mas bene-
ficioso (108). En ese sentido, la identificacién, mediante técnicas genémicas como GWAS,
de polimorfismos asociados a la aparicién o el desarrollo del trastorno, asi como de
alteraciones en la expresion o transcripcion génica, han puesto en la pista de posibles
dianas y ligandos sobre los que estos farmacos podrian actuar. Asi, unas de las estrate-
gias que se ha extendido durante los ultimos afos en ésta y en otras patologias, es el
uso de datos de alteraciones transcripcionales, combinado con herramientas bioinfor-
maticas como el Connectivity Map (CMap) (109), que podrian ayudar a predecir el fun-
cionamiento de un farmaco como tratamiento potencial y a identificar nuevos compues-

tos que puedan ser empleados para tal fin.

El uso de compuestos no neurolépticos para tratar los sintomas en pacientes con
esquizofrenia esta siendo cada vez mas investigado. La compleja red de mecanismos
celulares implicados en este trastorno permite abordar su tratamiento desde diferentes
perspectivas. Mas alla de los farmacos multi-diana, durante los ultimos afios se ha
puesto el foco en la base inflamatoria y prooxidante de la patologia. En ese sentido, son
muchas los estudios que han propuesto la utilizacién de firmacos antiinflamatorios y/o
antioxidantes para paliar los déficits derivados del trastorno, por el momento con re-
sultados inconsistentes y divergentes. De hecho, se ha hipotetizado con que parte del
efecto positivo de los antipsicéticos se deba a un ligero efecto antiinflamatorio (110-
112). Varios de ellos muestran la capacidad de reducir tanto la presencia de marcadores
de inflamacion y estrés oxidativo. Sin embargo, no hay evidencias que demuestren un
efecto neuroprotector real por accién sobre las células gliales afectadas, grandes res-
ponsables del estatus proinflamatorio y prooxidante (74). Ademas de los propios far-
macos antipsicéticos, existe una gran variedad de compuestos con potencial antiinfla-
matorio y antioxidante que se han comenzado a testar en ensayos clinicos: farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, como la minociclina (113), la aspirina (114) o el cele-
coxib (115), agentes y nutrientes con potencial antioxidante y neutralizador de las ROS,

como la N-acetilcisteina (116), los acidos grasos omega-3 (117), las vitaminas C (118)
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y E (119) o la melatonina (120), agentes con potencial neuroprotector, como los estré-
genos (121) o la davunetida (122), e incluso algunas hierbas medicinales, como la cur-
cuma (123). En la mayoria de los casos, estos compuestos, a pesar de sus notables
efectos beneficiosos, presentan un potencial terapéutico mas limitado, por lo que las
estrategias terapéuticas no se basan, por lo general, en su administracion de manera
individual, sino como complemento de otras, generalmente los propios antipsicéticos.
Esta estrategia no es nueva, ni mucho menos. De hecho, la resistencia al tratamiento
que ya se ha mencionado se intentd paliar, en un principio, con la coadministracién de
diferentes antipsicéticos, intentando combinar los que presentaban mayor efectividad
frente a los sintomas positivos con los que lograban paliar mejor los negativos. Sin em-
bargo, los resultados obtenidos no fueron enteramente positivos y, en muchos casos,
los efectos adversos se exacerbaron. Desde entonces, la combinacién entre los farmacos
antipsicéticos de uso habitual y otros compuestos que permitan reducir la inflamacién
y el estrés oxidativo es una constante en los ensayos clinicos de las ultimas dos décadas
(124). Estos estudios no han logrado solventar, por el momento, las limitaciones que
implica el tratamiento de este trastorno, pero si han aportado un nuevo enfoque, con

resultados que, si bien no son definitivos, si invitan a ahondar mas al respecto.

Evidentemente, cada uno de los compuestos antiinflamatorios y antioxidantes
mencionados presentan diferencias en cuanto a su efectividad, por la divergencia entre
sus mecanismos de accién y las dianas con las que interaccionan. Lo que si parece ser
constante es la diferente eficacia del tratamiento en funcién de la fase del trastorno en
el que éste se aborda. De este modo, para estrategias destinadas a reducir la inflamacién
y el estrés oxidativo, los tratamientos tempranos en pacientes que acaban de sufrir su
primer brote o en individuos con riesgo elevado de desarrollar psicosis han mostrado
ser mucho mas eficaces que aquellas que se han realizado en pacientes con esquizofre-
nia cronica ya estabilizada (125). Este sesgo en el rendimiento de las terapias tiene sen-
tido dada la naturaleza de la patologia, con el componente de las posibles alteraciones
del neurodesarrollo implicado en su etiopatogenia. Si tenemos en cuenta que tanto la
inflamacion como el estrés oxidativo pueden mediar en etapas muy tempranas, incluso
prenatales, en el desarrollo del trastorno y que éste puede evolucionar a partir de esas
alteraciones primigenias, estos resultados adquieren cierta l6gica: si el estatus proinfla-
matorio y prooxidante se contrarresta en una fase temprana del trastorno, es mas pro-
bable que el riesgo asociado a que se produzcan alteraciones, como consecuencia de la
inflamaciéon exacerbada y el estrés oxidativo, se disminuya. El tratamiento temprano de
la sintomatologia asociada a esquizofrenia, e incluso el abordaje preventivo, antes de
que los sintomas aparezcan, esta siendo objeto de debate actualmente, pero por el mo-
mento varios estudios, orientados a prevenir la aparicion de déficits ya se han realizado,
tanto en preclinica como en cinica, con resultados prometedores (126,127).
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En definitiva, aunque el uso de antipsicéticos sigue siendo un elemento clave en
el tratamiento de la esquizofrenia, el hallazgo de nuevos factores implicados en el desa-
rrollo del trastorno, como la inflamacion o el estrés oxidativo, ha permitido esbozar
nuevos escenarios terapéuticos. Ademas, las evidencias que sefialan a la esquizofrenia
como un trastorno del neurodesarrollo, con una evolucién que puede incluso empezar
en etapas prenatales, han ampliado el horizonte de intervencién, con la apertura de
nuevas ventanas terapéuticas en las que es posible actuar, con el objetivo, no de paliar
los sintomas, sino de prevenirlos incluso antes de que éstos se desarrollen o frenar la

enfermedad.

2.2.1. N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC) es un compuesto acetilado derivado del aminoacido cis-
teina (128) que se comenzo a emplear en la practica clinica a mediados de la década de
los 60 como farmaco mucolitico en patologias asociadas a obstruccién y congestion
respiratorias, como la fibrosis quistica o la bronquitis crénica (129). A partir de los 70,
se estandarizo su uso para tratar intoxicaciones derivadas de la sobredosis por parace-
tamol (130). Desde entonces, el descubrimiento de nuevas propiedades de este farmaco
ha originado que sea objeto de estudios y que se haya intentado llevar a la clinica para
un gran nimero de patologias de origenes muy diferentes: desde sindrome de distrés
respiratorio a infecciones por el virus del VIH, entre otros. Ademas, la NAC es capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica, aunque con diferente porcentaje de éxito en fun-
ciéon de la via de administracion (131,132), lo que, unido a su potencial antioxidante y
antiinflamatorio, le ha convertido también en un excelente candidato como estrategia
terapéutica en patologias neuroldgicas con base oxidante-inflamatoria, como es el caso

de la esquizofrenia.

La NAC es un precursor del glutatién (GSH), la molécula enddgena antioxidante
por excelencia en el sistema nervioso central (SNC), capaz de neutralizar tanto las ROS
como las especies reactivas derivadas del nitrogeno (NOS) y, por tanto, de mantener el
equilibrio homeostatico celular. El GSH se sintetiza en el SNC, en un mayor porcentaje,
por los astrocitos, que lo liberan al espacio extracelular, donde es degradado por accién
de la y—-glutamiltranspeptidasa a un dipéptido formado por cisteina-glicina y glutamato,
que a su vez es hidrolizado a cisteina y glicina, quedando estos aminoacidos a disposi-
cion de las neuronas para internalizarlos y sintetizar GSH, en un proceso de transporte
celular activo dependiente de Na+. Este proceso es fundamentalmente dependiente de
la disponibilidad de los sustratos, siendo generalmente la cisteina el factor limitante. La
NAC no es dependiente de ningln sistema de transporte activo para entrar en la célula,

por lo que es capaz de entrar directamente en la neurona, donde es hidrolizado y libera
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cisteina, facilitando asi la sintesis neuronal de GSH (131,133). Ademas, un porcentaje de
la NAC administrada es hidrolizado de manera extracelular, entrando, a través del sis—
tema de transporte activo, como cisteina directamente. El GSH, una vez sintetizado, es
capaz de neutralizar las ROS mediante su accion directa con estas sustancias, en un
proceso catalizado por la glutation peroxidasa (para un resumen detallado del proceso,
ver Figura 1.4.).

Figura 1.4.
Mecanismos neuroprotectores de la N-acetilcisteina
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Fig. 1.4. Esquema con los mecanismos moleculares de la NAC centrado en su potencial efecto neuropro-
tector. La NAC potencia la neurotransmisiéon dopaminérgica y elimina el exceso de glutamato extracelular
mediante la inhibicion de los receptores de este neurotransmisor en los terminales sinapticos. La NAC
promueve la sintesis intraneuronal de GSH, que colabora en la sintesis de mediadores neurotroficos (Bcl-
2, BDNF) y en la inhibiciéon de mediadores proinflamatorios (TNFa, IL6, IL1p).

La NAC también tiene un efecto directo sobre dos sistemas de neurotransmision
muy implicados en la etiopatogenia de la esquizofrenia: los sistemas glutamatérgico y
dopaminérgico. La liberacion de cisteina extracelular por parte de la NAC tendria tam-
bién un efecto en la modulacion de la neurotransmision glutamatérgica debido a su
accion con los intercambiadores glutamato-cisteina localizados en las células gliales.
Estos transportadores, en una situacion de exceso de cisteina extracelular, son capaces

de internalizar este aminodcido, en forma de dimero, en un proceso en el que, a su vez,
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liberan glutamato al espacio extracelular. El glutamato libre interaccionaria con los re-
ceptores inhibitorios metabotrépicos de glutamato, en los terminales de las neuronas
glutamatérgicas, reduciendo asi la liberacién, por parte de estas células, de glutamato,
e inhibiendo las sinapsis resultado de esa liberacién (134). A su vez, varios estudios han
mostrado una hipotética promocion de la liberacion de dopamina en varias regiones

cerebrales tras la administracion de NAC (135,136).

Finalmente, la NAC ha probado ser eficaz contrarrestando los incrementos exa-
cerbados de mediadores proinflamatorios y prooxidantes, como ciertos tipos de cito-
quinas. De hecho, la NAC ha sido propuesta como potencial tratamiento frente a la tor-
menta de citoquinas provocada por el virus responsable de la COVID-19 (137). En varios
estudios, tanto en modelos animales como en clinica, la NAC ha logrado reducir los

niveles de varias citoquinas proinflamatorias, como son IL-6, TNF-x o IL-1B (138-141).

Por todo ello, debido a la implicacién de procesos proinflamatorios y prooxidantes,
la NAC se ha valorado como un excelente candidato en el tratamiento de la esquizofre-
nia. En modelos animales que replican una o varias caracteristicas propias de este tras—
torno son varios los beneficios que se han asociado a la administracion de la NAC. Asi,
el tratamiento con NAC fue capaz de revertir los déficits de GSH en la corteza frontal y
el estriado en dos estudios con un modelo animal inducido por la administracién de
ciclohexano (142,143). En un modelo de aislamiento social, la NAC logré revertir el au-
mento de compuestos proinflamatorios y prooxidantes, como el TNF-« o el IFNy (144),
ademas de restituir los niveles de dopamina y serotonina en corteza frontal y estriado.
En ese mismo modelo, la NAC redujo la hipersensibilidad a anfetaminas en ratones pre-
viamente sometidos a aislamiento social (145). La NAC fue capaz también de revertir los
déficits en la inhibicién del prepulso, caracteristicos tanto en pacientes de esquizofrenia
como en la mayoria de los modelos que replican parcialmente el trastorno, (144,146-
148) e incluso de prevenirlos (149). A nivel conductual, la NAC pudo revertir también las
alteraciones en la memoria de trabajo (142,144,150). Por ultimo, entre otros beneficios
destacados de la NAC se encuentra el rescate de las interneuronas liberadoras de par-
valbumina, especialmente sensibles al dano oxidativo (151), o incluso su prevencién,

anticipandose a su pérdida (149,152).

A nivel clinico, son ya numerosos -mas de 20, actualmente- los ensayos que se
han llevado a cabo testando los beneficios de la NAC desde el primero que se realizé,
en 2008 (153). Por lo general, la NAC en coadyuvancia con la farmacologia antipsicotica
de uso habitual por el paciente mostro ser eficaz disminuyendo la sintomatologia nega-
tiva, valorada mediante la escala PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) (154-
157) y, en algunos casos, la cognitiva (158,159). No obstante, otro ensayo realizado en
pacientes con psicosis temprana no logro replicar los beneficios mostrados en cuanto a

la regulacién de los sintomas negativos. Aun asi, en ese mismo estudio si se reporté un
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incremento del GSH tanto en cerebro como en plasma (159). En cuanto a los sintomas
positivos, valorados también mediante la escala PANSS, la mayoria de ensayos no en-
contraron una mejora significativa tras el tratamiento con NAC, con algunas excepciones
(160,161). Ademas, varios casos clinicos mostraron una disminucion de la sialorrea de-
rivada del uso habitual de la clozapina tras el tratamiento con NAC (162). Por ultimo,
varios ensayos también encontraron un aumento de la integridad de la sustancia blanca
correlacionado con el aumento de GSH en corteza prefrontal (163), asi como un incre-
mento de la conectividad funcional en la corteza cingulada anterior (164) y una dismi-

nucién de los niveles de glutamato en esa misma regién (165).

2.2.2. Acidos grasos Omega-3

Los 4cidos grasos omega-3 (OM3) son un grupo heterogéneo de acidos grasos
con un doble enlace entre el tercer y el cuarto atomo de carbono. Dentro de esta cate-
goria se encuadran los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs, por sus sigla en inglés):
acido docosapentanoico (DPA), acido eicosapentanoico (EPA), acido docosahexanoico
(DHA), acido linolénico (ALA) y acido estearidénico (SDA) (166).

El interés en estas moléculas se ha disparado durante los ultimos afios debido a
sus multiples efectos sobre la salud y la prevencién de patologias de muy diversa indole.
Tanto el ALA como el DHA son acidos grasos de cadena larga, por lo que no pueden
sintetizarse de novoy sé6lo pueden obtenerse a través de la dieta (166). El resto de PUFAs
puede sintetizarse de manera endégena a partir del ALA, que actlla como su precursor.
La ruta de sintesis de los PUFAs se muestra esquematizada en la Figura 1.5. Tanto el
ALA como los demds PUFAs se pueden obtener de manera exdgena a partir de la dieta,
siendo especialmente ricos en alguno o en varios de estos acidos grasos el pescado

blanco, como el bacalao o la sardina, algunos cereales y algunos frutos secos.

Los PUFAs, mas alla de su utilizacién, mas reciente, como parte de diferentes es-
trategias terapéuticas, son componentes esenciales de las membranas celulares, lo que
les dota de una importancia estructural y fisiolégica fundamental. De hecho, en el cere-
bro, el 60% de los lipidos de membrana son fosfolipidos, de los cuales la mayoria son
acidos omega-3 PUFAs, mientras que el resto son acidos grasos omega-6 (OM6) (167).
Concretamente, el DHA supone el 40% de los fosfolipidos del cerebro (168), lo que invita
a pensar en un rol clave de esta molécula a nivel neuronal. De hecho, se ha hipotetizado
sobre su posible implicacion en procesos relacionados con la regulacién de receptores

de varios neurotransmisores, asi como con la modulacién de las sinapsis (169).

En esquizofrenia son varias las evidencias que apuntan a alteraciones, a nivel neu-
ronal, en las proporciones de estos acidos grasos. De hecho, incluso se ha hipotetizado

que un posible desequilibrio de DHA y acido araquidénico durante el desarrollo cerebral
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(OM3 y OM6, respectivamente), que daria como resultado una deficiencia de omega-3,
seria responsable de dafios corticales y su incorrecta maduracién funcional, incremen-
tando el riesgo de desarrollar esquizofrenia (170). Ademas, en edad adulta, la esquizo-
frenia se ha correlacionado con una disminucién de los PUFAs tanto en eritrocitos como
en células nerviosas (171). Estos bajos niveles de PUFAs estarian asociados con la apa-
ricion de sintomas tanto positivos como negativos (172,173) e inversamente correlacio-

nados con la severidad de los mismos (174).

Figura 1.5.
Mecanismos neuroprotectores de los acidos omega-3
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Fig. 1.5. Esquema con los mecanismos moleculares de los acidos omega-3 con potencial efecto neuropro-
tector. A partir de los diferentes acidos grasos, especialmente EPA y DHA, se sintetizan las resolvinas D y
E, las protectinas y las maresinas que, entre otras funciones, son capaces de inhibir la liberacion de media-
dores pro-inflamatorios a nivel neuronal, asi como de la microglia activada y de mediadores proapoptdticos.
A su vez, son capaces también de potenciar la neurotransmision glutamatérgica, serotoninérgica y dopami-
nérgica y la neurogénesis.

Existen varias hipotesis que explican el déficit de estos acidos grasos en este tras—
torno. Entre ellas, se ha descrito una posible hiperactivacion de la fosfolipasa A2 (PLA2),
una enzima capaz de hidrolizar acidos grasos. De hecho, se ha reportado un incremento
significativo de esta enzima en individuos con riesgo alto de sufrir psicosis y en pacien-

tes de primer episodio (175). Otra posible explicacién es, de nuevo, el incremento del
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estrés oxidativo y, por ende, de la inflamacién inherente a la etiopatogenia de la esqui-
zofrenia. El gran consumo de oxigeno que es llevado a cabo por el cerebro (casi un 20%
del total) hace mas sensible a sus células frente a desequilibrios que impliquen un au-
mento del estrés oxidativo, siendo especialmente susceptibles los PUFAs a este dafio
oxidativo. En ese sentido, la administraciéon de PUFAs ha probado ser eficaz potenciando

las defensas antioxidantes (176) e inhibiendo las citoquinas proinflamatorias (177).

Por todo lo descrito, los PUFAs llevan anos siendo utilizados como complemento
a los tratamientos convencionales frente a la esquizofrenia. En modelos animales los
PUFAs han mostrado su eficacia revirtiendo o previniendo muchos de los déficits aso-
ciados a este trastorno. De este modo, varios estudios han mostrado un efecto neuro-
protector de los PUFAs en varios modelos animales asociados a la esquizofrenia, previ-
niendo el dafio en regiones cerebrales especificas, especialmente en el hipocampo y el
cuerpo estriado (178-180) con, incluso, una disminucion de la apoptosis celular (178) y
un aumento de la plasticidad sinaptica (181). Los PUFAs también mostraron ser efectivos
reduciendo los niveles de distintos marcadores proinflamatorios y prooxidantes, como
MDA, iNOS, TNF-x, NFkB o IL-6 (181-183). Ademas, a nivel conductual, los PUFAs fueron
eficaces revirtiendo los déficits de memoria, ansiedad y de respuesta al sobresalto (178-
180,182,184).

En el ambito clinico, el niimero de ensayos que se ha llevado a cabo es relativa-
mente abundante -45- en comparacién con otros compuestos probados en este tras-
torno, principalmente por ser un componente comun de la dieta con un perfil de reac-
ciones adversas muy bajo. En la mayoria de ellos, los PUFAs fueron administrados en
coadyuvancia con su tratamiento antipsicotico habitual. Ademas, aunque algunos fueron
realizados en psicosis temprana o personas en riesgo extremo, la amplia mayoria de los

ensayos se realizd en pacientes con esquizofrenia ya estabilizada.

Los resultados muestran, por lo general, un efecto beneficioso sobre la sintoma-
tologia positiva, mas visible en pacientes con esquizofrenia crénica (185,186) que en
aquellos en fases mas tempranas del trastorno, aunque un ensayo con pacientes en
etapas anteriores mostré también la eficacia del uso de los PUFAs como complemento
(187). Los sintomas generales, medidos por la subescala especifica de PANSS, también
mostraron una mejora significativa en varios ensayos (185,186,188-190). Por otra parte,
la sintomatologia negativa no mejor6 de una manera tan evidente, con alguna excepcion,

principalmente en fases tempranas del trastorno (187,190).

2.2.3. Minociclina

La minociclina (7-dimetilamino-6-dimetil-6-desoxitetraciclina) es un antibidtico

semisintético perteneciente a la segunda generacién de la familia de las tetraciclinas.
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Debido a su alta efectividad frente a bacterias grampositivas y gramnegativas, especial-
mente Staphylococcus aureus, su uso esta actualmente aprobado para tratar infecciones
bacterianas comunes, como el acné o la periodontitis. Sin embargo, si este farmaco ha
atraido la atencién de la comunidad cientifica durante los ultimos afios ha sido princi-
palmente por sus propiedades no antibidticas. A causa de su tamafio reducido (495 KDa)
y su alta solubilidad, la minociclina es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica
en un porcentaje relativamente elevado, considerablemente mayor que el de otros
miembros de su misma familia, como la doxiciclina (113). Esta habilidad se une a su
potencial como agente regulador de la inflamacion y el estrés oxidativo para convertir a
la minociclina en un farmaco a tener en cuenta también en patologias neuroldgicas de

origen inflamatorio.

El potencial antiinflamatorio y antioxidante de la minociclina (Figura 1.6.) deriva
principalmente, aunque no solamente, de su capacidad para inhibir la microglia. Recor-
demos que tanto la esquizofrenia como otros trastornos del neurodesarrollo presentan
un entorno de hiperactivacién microglial que es en parte causa y en parte consecuencia
de los eventos de inflamacién y estrés oxidativo exacerbados. En ese sentido, la mino-
ciclina es capaz de inhibir la proliferacién y la activaciéon de la microglia silente al feno-
tipo M1, reduciendo de este modo la liberacién de moléculas proinflamatorias y prooxi-
dantes, como el factor o de necrosis tumoral (TNF-), el interferén y (IFN-y), las IL-6 y
IL-1B, las prostaglandinas (PGE) o la ciclooxigenasa 2 (COX-2) (191,192). Como conse-
cuencia de su accién sobre la microglia, también se ha descrito un posible efecto reduc-
tor de la excitotoxicidad causada por un exceso de glutamato extracelular (193). Ade-
mas de su accién sobre la microglia, la minociclina podria actuar directamente sobre
diferentes componentes del sistema inmunitario, impidiendo la liberacién de compues-
tos proinflamatorios y prooxidantes (194). La minociclina ejerceria su potencial antioxi-
dante también mediante su acciéon directa sobre iNOS, impidiendo la generaciéon de
oxido nitrico y, por tanto, reduciendo la liberaciéon de compuestos relacionados con un
incremento del estrés oxidativo. De manera indirecta, la minociclina parece que también
podria promover la reduccion de la inflamacién y el estrés oxidativo por su potencial

como agente antiapoptético y neurotrofico (195).

Por todas estas propiedades, se han investigado, durante las dos ultimas décadas,
los posibles beneficios que la minociclina podria aportar al campo de la psiquiatria. De
hecho, hasta la fecha se han realizado 17 ensayos clinicos con este farmaco en coadyu-
vancia al tratamiento habitual en esquizofrenia, depresion, trastorno bipolar o trastorno
del espectro autista, entre otros (113). En esquizofrenia, las ventajas clinicas que podia
ofrecer el uso de la minociclina se comenzaron a vislumbrar de un modo, en cierta ma-
nera, serendipico, tras la publicacion, por parte de un grupo de cientificos japoneses, de

un caso clinico de un hombre con esquizofrenia crénica que, a causa de una infeccion
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bacteriana concomitante, se le receté minociclina. Tras su uso durante dos semanas,
ademas de la remisién de la infeccion, mostré una mejora significativa en varios sinto-
mas relacionados con su trastorno psiquiatrico, como las alucinaciones. Finalizada la
administracion del antibidtico, los sintomas volvieron a empeorar, para remitir cuando

el tratamiento con minociclina fue retomado (196).

Figura 1.6.
Mecanismos neuroprotectores de la minociclina
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Fig. 1.6. Esquema con los mecanismos moleculares de la minociclina con potencial efecto neuroprotector.

Apoptosis

Se destaca por encima del resto el efecto inhibitorio que ejerce la minociclina sobre la microglia activada,
impidiendo de este modo el exceso de glutamato extraneuronal que puede llevar a excitotoxicidad neuronal,
asi como la liberacion de mediadores proinflamatorios. Ademas, la reversion de estos procesos lleva a su
vez, de una manera indirecta, a la reduccion de los procesos apoptoticos.

Los primeros estudios con modelos animales relacionados con esquizofrenia co-
rroboraron los buenos resultados mostrados en el caso clinico: varios reportaron una
disminucion de distintos déficits conductuales caracteristicos de estos modelos, como
la hiperlocomocién o la disminucién de la inhibicion del prepulso y de la memoria vi-
suoespacial (126,197-199). Los efectos inhibidores de la minociclina sobre la microglia
del hipocampo y la corteza prefrontal también fueron demostrados en un modelo animal

de doble impacto (126).

En el escenario clinico, los primeros ensayos también mostraron un potencial

efecto beneficioso de la minociclina en coadyuvancia con distintos farmacos antipsic6-
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ticos, mayoritariamente risperidona y clozapina. Concretamente, la minociclina se mos-
tré particularmente efectiva actuando sobre los sintomas negativos (200-203) y sobre
varios dominios de los sintomas cognitivos (204). Algunos estudios también describie-
ron una remisién parcial de la sintomatologia positiva, aunque en menor medida que la
negativa o la cognitiva (205,206). No obstante, a pesar de los resultados prometedores,
el ensayo mas grande realizado hasta la fecha, con 207 pacientes con esquizofrenia
temprana como participantes, no mostré ninguna mejora clinica como resultado de la
administracidon de la minociclina (207), ni siquiera la remisién de los déficits volumétri-
cos en areas cerebrales de sustancia gris que se observaba en otro ensayo (206). A pesar
de estos resultados, se realiz6é otro ensayo, mas modesto en proporcién, que si replicé
los resultados previos, ademdas de mostrar una disminuciéon de los compuestos proin-

flamatorios IL-6 e IL-1B como resultado de la administracion de la minociclina (208).

3. Modelos animales asociados a esquizofrenia

La investigacion cientifica en trastornos humanos necesita de modelos animales
que, aunque limitados, sean apropiados para la enfermedad humana que pretenden re-
plicar. Esto no es una excepcion en el caso de los trastornos psiquidtricos, aunque si
supone una dificultad afiadida por la complejidad de parte de la sintomatologia a repro-
ducir. Ademas de la naturaleza intrinsecamente humana de muchas de las manifesta-
ciones clinicas, como es el caso de las alucinaciones o varios sintomas cognitivos, otros
factores como la heterogeneidad de los sintomas, del curso clinico del trastorno o de
los factores causativos responsables de su aparicién, suponen un complicado afiadido
de cara a su replicacion en animales. A esto se aflade la dificultad de adaptar un trastorno
con un alto componente cognitivo en especies con un desarrollo cognitivo menor que el
humano. De este modo, los modelos animales actuales asociados a esquizofrenia no
estan orientados a mimetizar completamente el trastorno, por la inviabilidad de replicar
absolutamente el trastorno en una especie no humana, sino que estan dirigidos a re-
producir hipotesis mecanisticas y/o causativas mas especificas, relacionadas parcial-
mente con las presentes en el trastorno psiquiatrico humano. Por lo general, para que
un modelo animal sea representativo de la enfermedad que pretende replicar se entiende
que debe cumplir tres aspectos: validez aparente, validez de constructo y validez pre-
dictiva. La validez aparente hace referencia a la similitud fenomenolégica entre el mo-
delo y el trastorno humano. En esquizofrenia, debido a la naturaleza de los sintomas,
este aspecto supone uno de los mas conflictivos, por la dificultad de interpretarlos en
especies no humanas. No obstante, algunos modelos son capaces de reproducir algunos
déficits conductuales que si estan asociados a los presentes en el trastorno. Es el caso

de la hiperactividad locomotora, relacionada con la sintomatologia positiva, la preferen-
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cia de sucrosa o la interaccién social, relacionadas con los sintomas negativos, la inhi-
bicion latente o la memoria, relacionadas con los sintomas cognitivos, o la inhibicion del
prepulso, ligado a los déficits sensorimotores. La validez de constructo indica el nivel
de homologia que existe en los mecanismos que conducen a los déficits asociados. En
el caso de la esquizofrenia esto conlleva también una seria dificultad, principalmente
debido a que ni siquiera en humanos existe un consenso claro al respecto, con una
certeza parcial de mecanismos que pueden estar relacionados con la aparicién de los
sintomas. No obstante, algunos modelos si muestran algunas de las caracteristicas fi-
siopatolégicas que, sabemos, presentan los pacientes con esquizofrenia. Ejemplo de ello
son las alteraciones en biomarcadores de inflamacion y estrés oxidativo, déficits en los
niveles de algunos neurotransmisores y variaciones morfométricas en el cerebro, prin-
cipalmente a nivel cortical y de los ventriculos. Por ultimo, la validez predictiva se refiere
al potencial del modelo como herramienta capaz de ayudar a predecir la eficacia de
nuevos agentes terapéuticos en humanos. De nuevo, en esquizofrenia, en este caso nos
chocamos con la dificultad para encontrar manifestaciones aparentes y mensurables con
facilidad que correlacionen con las observadas en humanos. A pesar de la complejidad
comparativa, si existen algunos componentes conductuales, estructurales y moleculares

que pueden ser replicados en animales.

Por tanto, es evidente que un modelo animal no va a ser capaz nunca de mimetizar
el amplio abanico de alteraciones y sintomas presentes en esquizofrenia (es complicado
encontrar una homogeneidad incluso entre humanos), pero lo que si han conseguido
muchos modelos es replicar una parte concreta del trastorno, que puede facilitar la com-
prensidon de los mecanismos que rigen la patologia humana y la blusqueda de nuevas

herramientas con las que encararla.

3.1. Modelos genéticos, farmacologicos e inducibles por lesion

Los modelos genéticos implican la mutacion, normalmente una delecién, de un
gen relacionado con algun proceso presente en la etiopatogenia del trastorno, general-
mente ligados a la plasticidad sinaptica, la neurogénesis o la neurotransmision dopami-
nérgica o glutamatérgica. Ya se presentd anteriormente un estudio de GWAS en el que
se identificaron 108 loci mutados en pacientes con esquizofrenia (13). De éstos, muchos
de ellos se han utilizado para desarrollar modelos animales con déficits especificos.
Probablemente el modelo mas usado es el que implica la mutacién en el gen Discl, que
codifica para la proteina DISC1, implicada en la expresidon de varias proteinas sinapticas
y en el desarrollo neuronal pre- y postnatal (209). La delecién del gen 22¢g/71.2 implica

también la alteracién neuroanatémica, con variaciones a nivel cortical y subcortical y un
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considerable aumento de los ventriculos, asi como déficits conductuales (210). La mu-
tacién heterocig6tica condicionada en el gen de la neuregulina-1 (Nrg-1) produce una
alteracion de la sefializacién en el binomio formado por la proteina NRG-1 y su receptor,
ErbB4, que propicia la aparicion de déficits conductuales consistentes con los presentes
en el trastorno humano, asi como una reduccién de la densidad de espinas sindpticas
en las neuronas piramidales del hipocampo (211). Dos proteinas relacionadas con la
formacion y el mantenimiento de las sinapsis neuronales, la disbindina y la reelina, tam-

bién se han modificado para producir fenotipos asociados a la esquizofrenia (212,213).

Si los modelos genéticos estaban relacionados con alteraciones en genes especificos
relacionados con funciones concretas alteradas que tenian un correlato con el trastorno
humano, en el caso de los modelos farmacolégicos o los inducidos por lesion, esa alte-
racion se realiza de manera directa, o bien mediante la administraciéon de un farmaco
que dane esa funcion especifica, o bien mediante la lesién de una region cerebral con-
creta. Por lo general, en lo que respecta al abordaje farmacoldgico de este tipo de mo-
delos, la mayoria se basa en la administracién de compuestos antagonistas no compe-
titivos del receptor NMDA, como la fenciclidina, la ketamina y el MK-801, o de poten-

ciadores de la dopamina, como las anfetaminas o la apomorfina (214-218).

3.2. Modelos del neurodesarrollo

Como ya se ha descrito, en los trastornos del neurodesarrollo, como es el caso de
la esquizofrenia, las alteraciones en fases tempranas del desarrollo nervioso pueden
producir perturbaciones a largo plazo. Esta base es la que se ha empleado para la ge-
neraciéon de un gran nimero de modelos animales de este trastorno. La afectacién ex-
terna, por distintos medios que pretenden replicar aquellos que ocurren en un entorno
humano, de fases concretas del neurodesarrollo lleva en muchos modelos animales a
desencadenar una serie de déficits consistentes con los observados en humanos. Estos
modelos presentan varias ventajas respecto a los ya presentados, especialmente los in-
ducidos mediante lesion o farmacoldgicamente. En estos ultimos, aunque a nivel meca-
nistico pueden aportar una ayuda muy importante, existe una carencia evidente de va-
lidez etioldgica, con la consiguiente falta de cambios sutiles a lo largo de varios sistemas
neuronales que reflejen de una forma mas precisa la patogenia del trastorno. En con-
traposicion a éstos, los modelos animales del neurodesarrollo si presentan una mayor
correlacién etioldgica, pueden replicar el comienzo progresivo y tardio de los sintomas,
y pueden actuar afectando a mas de un sistema neuronal al mismo tiempo. No obstante,
algunos de los modelos de este tipo estdn relacionados con los ya presentados, con
mutaciones o intervenciones en etapas clave del neurodesarrollo temprano. Muchos mo-

delos estan basados en la generacién de estrés en la madre durante la gestacion. Este
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estrés puede lograrse por distintos medios, como puede ser a partir de la restriccion de
su movimiento, la malnutricién, incidiendo en un déficit nutricional de proteinas o de
vitamina D. La exposicidén a un estrés variable durante la gestacion, con la finalidad de

impedir la adaptacién al mismo, también se ha usado de manera frecuente (219,220).

Otro tipo de modelo del neurodesarrollo se basa en la ya mencionada correlaciéon
entre la infeccién virica o bacteriana durante fases especificas de la gestacidon y el desa-
rrollo, a largo plazo, de trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia. En ese sentido,
el llamado modelo de estimulaciéon inmunitaria materna (MIS), consistente en la infeccién
con un agente viral, como el virus humano de la influenza (221), o con compuestos de
caracter inmundgeno, como el lipopolisacarido (LPS) o el acido poliinosinico:policitidilico
(Poly I:C) (222), se usa con frecuencia como réplica del proceso que tiene lugar en hu-
manos. En estos modelos se han reportado también déficits neuroanatémicos y conduc-
tuales a largo plazo en la descendencia, de los que se hablard mas en detalle en el punto

siguiente, por su relevancia en esta Tesis.

Por ultimo, el siguiente paso que se ha dado en este tipo de modelos esta relacio-
nado con los llamados modelos de doble impacto, consistente en la concurrencia de dos
factores, en distintas etapas del neurodesarrollo, generalmente el periodo prenatal y la
adolescencia, con el fin de potenciar los posibles efectos deletéreos a largo plazo. Asi,
es comun utilizar un modelo que combine la metodologia de los modelos MIS con la
exposicidon a estrés durante la adolescencia, en el periodo prodrémico (126). En esta
Tesis, no obstante, nos centraremos en el modelo de estimulacién inmunitaria materna

inducido mediante la administracién de Poly I:C.

3.3.1. Modelo de estimulacion inmunitaria materna: induccion mediante Poly I:C

El modelo de estimulacidon inmunitaria materna (MIS), como ya se ha presentado,
se basa en la asociacion entre infecciones durante el periodo prenatal y el desarrollo a
largo plazo de sintomatologia asociada a trastornos del neurodesarrollo, como es el caso
de la esquizofrenia. Esta induccién se puede realizar mediante la infeccion por agentes
virales reales, de forma controlada, o por miméticos virales, sin potencial infeccioso.
Ambos métodos presentan tanto ventajas como desventajas a la hora de replicar el tras-
torno humano. Por una parte, la induccién del modelo con virus reales permite obtener
una respuesta inmunitaria mas traslacional, semejante a la que acontece en humanos,
con una activacién inmunitaria mucho mas amplia, que implica tanto la respuesta innata
como la adquirida. Por otra parte, la generacion del modelo MIS mediante virus con ca-
pacidad infecciosa afiade un componente mayor de entropia que el logrado mediante la

utilizacién de compuestos sin potencial infeccioso, como el Poly I:C o el LPS.
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El uso del Poly I:C y el LPS permite conseguir una respuesta inmunitaria mas con-
trolada en el tiempo, con la posibilidad de hacerla restrictiva a una ventana mas concreta
del desarrollo prenatal. La administracion tanto de Poly I:C como de LPS durante la ges-
tacion va acompafnada por la aparicion de alteraciones del sistema inmunitario en la
madre, que va acompafado de la liberacidon de citoquinas proinflamatorias, durante un
periodo de, como maximo, 48 horas tras la administraciéon (222). Esta concrecion tem-
poral en la respuesta inmunitaria ha posibilitado la creacién de distintos modelos basa-
dos en la estimulaciéon inmunitaria materna segun la ventana temporal en la que se rea-
liza la administracion. De este modo, el LPS o el Poly I:C pueden incrementar el riesgo
de desarrollar sintomatologia asociada, no solo a esquizofrenia, sino también a otros
trastornos del neurodesarrollo, como el autismo, en funcion del momento de la admi-

nistracion (223).

Las ventanas de intervencion abarcan toda la gestacion, pero las mas comunes en
modelos murinos son en la gestacidon temprana (dias 8.5-9.5), a mitad de gestacion
(12.5-13.5014.5-15.5) 0 afinales (16.5-18.5) (52,224). Para modelizar sintomatologia
asociada a la esquizofrenia, en modelos en ratén la mas empleada es la primera, mien-
tras que en rata se utiliza con mas frecuencia la ventana que abarca los dias 14.5-15.5.
No obstante, todas las ventanas implican procesos embrionarios complejos cuya modi-

ficacidon acarreara alteraciones a largo plazo, aunque éstas varien entre si.

Ademas de las diferencias ya comentadas entre la generaciéon del modelo con virus
reales o miméticos, existen también contrastes entre el modelo inducido por Poly I:C y
otros compuestos, como el LPS. El mecanismo de accidn es una de estas diferencias: el
Poly I:C y el LPS interaccionan con dos receptores que, si bien pertenecen a la misma
familia (Toll-like receptors, TLR), son distintos (TLR4 y TLR3, respectivamente) (223). Sin
embargo, la distincion principal la encontramos en su estructura molecular. El Poly I:C,
a diferencia del LPS, es un mimético viral de doble cadena, lo que se asemejaria en mayor
medida a una infeccion viral, desencadenando una respuesta mas robusta y con una
implicaciéon mas elevada de la ruta del interferon (225). Ademas, la expresién de TLR3
es mayor en la placenta que la de TLR4 (226). El Poly I:C es un analogo sintético de un
ARN de doble cadena formado por homopolimeros de inosina y citidina. El Poly I:C in-
teracciona con las células uniéndose a los receptores TLR3 (Figura 1.7.), implicados en
la respuesta inmunitaria innata en mamiferos, y desencadenando una respuesta proin-
flamatoria que implica la activaciéon de las vias de senalizacién mediadas por el Factor
de Regulacion del Interferén (IRF3) y NF-kB (225). Esta cascada de sefalizacién resulta
en la expresién de citoquinas proinflamatorias que alcanzan diferentes dianas celulares,
como las neuronas o la glia. Esta respuesta inmunitaria, al estar mediada por los TLR3,
se asemeja a la producida, en humanos, por virus como el de la influenza o el herpes-

virus simple, ambos asociados al desarrollo de trastornos como la esquizofrenia cuando
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la infeccidn se produce durante la gestacién (227). Si el pico de respuesta inmunitaria
frente a esta infeccién ocurre durante la gestacion, como es el caso en el modelo indu-
cido por Poly I:C, las citoquinas proinflamatorias, principalmente IL-6, IL-1f y TNF-«
(222), pueden cruzar en exceso a través de la barrera placentaria e interaccionar con el
feto, cuyo sistema inmunitario, aun incipiente, no esta preparado para responder co-
rrectamente a un entorno proinflamatorio agudo, inestabilizando el precario equilibrio

de citoquinas en un cerebro que se encuentra aln en fases tempranas del desarrollo.

Figura 1.7.
Mecanismo de accion del Poly I:C
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Exposicion intrauterina a estos eventos: impacto en el
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Fig. 1.7. Esquema con el mecanismo de accion del acido Poly I:C. Tras ser administrado a la madre ges-
tante, es endocitado, interacciona con los receptores TLR3 endosomales, activando una serie de rutas celu-
lares relacionadas con procesos proinflamatorios, prooxidantes y proapoptoticos. En este proceso, se liberan
mediadores proinflamatorios que atraviesan la barrera placentaria y desencadenan la respuesta del sistema
inmunitario fetal aun incipiente con, de nuevo, la liberacion de mediadores proinflamatorios, prooxidantes
y proapoptéticos. La exposicion temprana a estas moléculas causa alteraciones en el desarrollo cerebral del
feto que, a largo plazo, pueden desencadenar trastornos mentales, entre ellos la esquizofrenia.
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Los déficits que la administracion del Poly I:C en este modelo puede desencadenar
en animales adultos abarcan un amplio abanico de sintomas neuroanatémicos, molecu-
lares y conductuales. No obstante, como ya se mencionado, la aparicién de unos u otros
es muy variable, dependiendo de la ventana temporal de exposicion al inmunégeno, con
otros factores, como la especie, la cepa o incluso el sexo, jugando también un rol im-
portante. A nivel de morfologia cerebral se ha indicado una disminucion del volumen
cortical e hipocampal, asi como un aumento del tamafio de los ventriculos (58). También
se han mostrado anomalias en la integridad de la sustancia blanca y en la neurogénesis
(228). Algunos estudios han reportado a su vez un incremento de la actividad microglial,
en linea con lo planteado en la génesis del modelo y del trastorno humano (229), asi
como alteraciones en la neurotransmisién dopaminérgica, glutamatérgica y gabaérgica
(230-232). A nivel molecular, las alteraciones principales estan relacionadas con el in-
cremento de la concentracion de citoquinas proinflamatorias en distintas regiones ce-
rebrales (233). Por ultimo, a nivel conductual, se han reportado déficits en la inhibicién
del prepulso, en los comportamientos de caracter social y en la memoria, con un au-

mento de la ansiedad, de la hiperactividad y de sintomas ligados a depresidn (52).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es la evaluacion de tres compuestos con
potencial antiinflamatorio y antioxidante, la N-acetilcisteina, los acidos omega-3 y
la minociclina, como estrategias preventivas frente a la aparicidon de sintomatologia
asociada a la esquizofrenia. Para ello, se empled el modelo murino de estimulacion
inmunitaria materna, un modelo que presenta muchos de los déficits presentes en
el trastorno humano y que, por tanto, posee una gran validez como herramienta
predictiva en la eficacia de diferentes tratamientos.

Otro objetivo de esta Tesis es evaluar el potencial preventivo de estos compuestos
antiinflamatorios y antioxidantes en dos ventanas terapéuticas previas a la aparicion
de los sintomas: la periadolescencia y la gestacion. En el primer caso se identifico el
efecto de los tres farmacos de estudio y, en el caso de la gestacion se puso a prueba
la eficacia de la N-acetilcisteina durante dos ventanas temporales diferentes en este
periodo. La caracterizacién del potencial preventivo de las diferentes estrategias se

realizé a varios niveles: bioguimico, neuroanatémico y conductual.

Por ultimo, haciendo uso de las herramientas bioinformaticas proporcionadas por la
base de datos Connectivity Map y a partir de datos transcriptomicos procedentes
tanto del campo preclinico como del clinico se realizé un analisis aproximativo con
el objetivo de encontrar firmacos, actualmente aprobados para otras patologias,
cuyo uso pudiese ser potencialmente beneficioso para tratar la esquizofrenia o in-
cluso prevenir su aparicion.
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-

MATERIALES Y METODOS

La parte experimental de esta Tesis Doctoral se dividié en tres secciones: Estudio
I, Estudio Il y Estudio Ill.

El Estudio | tuvo como objetivo la valoracién de la eficacia preventiva de la N-
acetilcisteina (NAC), el acido graso omega-3 (OM3) y la minociclina (MIN) tras su admi-
nistracion durante la periadolescencia en el modelo murino de estimulaciéon inmunitaria
materna asociado a esquizofrenia (MIS, de sus siglas en inglés: maternal immune sti-

mulation).

Para la realizacion del Estudio Il se selecciond el compuesto que ofrecié los mejo-
res resultados en la primera parte, la N-acetilcisteina, con el objeto de analizar en mayor
profundidad su potencial como estrategia preventiva en el modelo MIS mediante su ad-

ministracién en una nueva ventana terapéutica mas temprana: la gestacion.

Por ultimo, el Estudio Il estuvo dirigido a la identificacién de nuevos farmacos y
compuestos con un potencial efecto beneficioso en el tratamiento o la prevencion de la
esquizofrenia, utilizando para ello datos transcriptémicos ya publicados y haciendo uso

de la base de datos CMap.

1. Estudios I y II: Estrategias preventivas frente a la aparicion de sintomas asociados
a esquizofrenia durante la periadolescencia y la gestacion

Un resumen grafico detallado con los disefios de los estudios | y Il se puede ver en

la Figura 2.1.

1.1. Animales de estudio

Para la realizacién de ambos estudios se utilizaron ratas Wistar macho. Todos los
animales fueron estabulados de 2 a 4 por cubeta, y mantenidos a una temperatura cons-
tante (24+0.5°C), en un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad, con acceso libre tanto a la
comida (pienso convencional para roedores) como al agua. Todos los procedimientos
fueron se realizaron conforme a la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas
2010/63 EU y fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacién Animal
del Hospital Gregorio Marafién (nimero ES280790000087).
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En el Estudio I, los animales se dividieron en dos para la realizacién de las dife-
rentes pruebas: por un lado, 73 animales, a los que se efectuaron la prueba de compor-
tamiento en las instalaciones de la Universidad de Cadiz y, por otro lado, 102 animales,
a los que se realizaron las pruebas de imagen y las valoraciones bioquimicas en tejido

fresco en las instalaciones del Hospital Gregorio Marafioén.

En el caso del Estudio Il, tanto las pruebas conductuales como el resto de valora-
ciones /n vivo se realizaron en el Hospital Gregorio Marafion. 68 animales se emplearon

para este fin.

Figura 2.1.
Diserio experimental de los Estudios 1y Il
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Fig. 2.1. Esquema con las diferentes etapas experimentales para los Estudios I y II. En el Estudio I, se
indujo el modelo administrando Poly I:C i.v. en el dia 15 de gestacion. Tras el destete, se seleccionaron 2-
3 machos por camada y se separaron segun su grupo de estudio. Entre los dias 35 y 49 (periadolescencia)
se administraron los diferentes tratamientos (N-acetilcisteina, acidos omega-3 o minociclina) o suero salino,
como control. En PND 70 se realiz6 la prueba conductual de inhibicion prepulso. En PND 120 se adquirié
la imagen de resonancia magnética para realizar estudios estructurales, asi como la imagen de PET. Después
de la imagen, los animales se sacrificaron y se extrajo el cerebro para realizar un estudio de marcadores de
inflamacion y estrés oxidativo en cuatro estructuras cerebrales. En el Estudio II, el modelo se indujo del
mismo modo que en el I. El tratamiento con N-acetilcisteina se realizé durante toda la gestacion (NAC21d)
o desde la administracion del Poly I:C hasta el parto (NAC7d). Tras la seleccion de 2-3 machos por camada
(PND 21) se realizaron las pruebas de comportamiento en PND 70. Ademas de la prueba PPI, se realizaron
el laberinto en T y el laberinto en cruz elevado. En dia 120, se adquiri6 la imagen de resonancia magnética,
incluyendo estudios estructurales, de difusion y de espectroscopia. Tras la imagen se extrajo el cerebro para
el analisis de marcadores de inflamacion y estrés oxidativo, asi como el ciego, para el analisis de la micro-
biota bacteriana.
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1.2. Administracion de compuestos

En ambos estudios, la generaciéon del modelo de estimulacién inmunitaria materna
se produjo mediante la administracién de Poly I:C (4 mg/kg) (P0913. Lote 096M4023V,
Sigma-Aldrich, Alemania.) a un grupo de ratas Wistar gestantes, a través de la vena la-
teral de la cola, en el dia 15 de gestacion. Otro grupo de animales recibio la misma dosis
de suero salino como control. Las inyecciones se realizaron con los animales previa-
mente anestesiados con sevoflurano (3%, induccién; 1.5%, mantenimiento en 02 al
100%). Todos los analisis y valoraciones posteriores se llevaron a cabo en 2 6 3 machos
de cada una de las camadas resultantes, seleccionados aleatoriamente tras el destete

(dia 21 tras el nacimiento).

En el Estudio I, la N-acetilcisteina, el acido graso omega-3, la minociclina y el
suero salino (grupo control) se administraron diariamente durante la periadolescencia
(del dia 35 al 49 tras el nacimiento). La N-acetilcisteina (Sigma-Aldrich, A9165) se ad-
ministrd por via intraperitoneal (150 mg/kg/dia). El acido graso omega-3 (Laboratorios
KAL, 340 mg/ml) se administr6 mediante una sonda gdstrica, por via oral (0.80
g/kg/dia). Por altimo, la minociclina (Sigma, M9511) se administré por via intraperito-
neal (30 mg/kg/dia). De este modo, los animales de este estudio se dividieron en 8
grupos segun su fenotipo (Salino - Sal o Poly I:C - MIS) o el tratamiento administrado

(N-acetilcisteina - NAC, acido graso omega 3 - OM3, minociclina - MIN, o salino - VH).

En el Estudio Il, se administré la N-acetilcisteina (Sigma-Aldrich, A9165) (500
mg/kg) diluida en el agua de la bebida en dos ventanas temporales durante la gestacion:
durante toda la gestacidon (21 dias) o desde la inyeccion intravenosa del Poly I:C o el
suero salino hasta el momento del parto (del dia 15 al 21; 7 dias). Ademas, se realizé
un control de la ingesta de agua de todos los animales para calcular la dosis ingerida de
NAC para cada uno de ellos. La dosis de NAC ingerida por cada animal fue similar en
todos los grupos (dosis minima: 518 mg/kg, dosis maxima: 552 mg/kg). Los animales
de este estudio se dividieron en 6 grupos de acuerdo a su fenotipo (Salino - Sal o Poly
I:C - MIS) o al tratamiento recibido (NAC durante 7 dias - NAC7d, NAC durante 21 dias
- NAC21d o agua - VH).

1.3. Pruebas de comportamiento

Se realizaron tres pruebas de comportamiento: la prueba de inhibicion prepulso (PPI), el
laberinto en T y el laberinto en cruz elevado. Mientras que el PPl fue comln a ambos
estudios, el laberinto en T y el laberinto en cruz elevado se realizaron inicamente en el
Estudio Il.
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1.3.1. Prueba de inhibicion del prepulso

La inhibicién del prepulso de la respuesta al sobresalto (PPl) es una reduccion de
la magnitud del sobresalto cuando un estimulo potencialmente sorpresivo es precedido
por otro estimulo mas débil y no sorpresivo. En la prueba de la PPl se mide el porcentaje
de inhibicion del sobresalto frente a un estimulo acustico imprevisto, precedido por otro
estimulo acustico de menor intensidad. Para la medicién del PPl se utilizé el sistema de
Respuesta Startle junto con el software MONRS de cuantificacién, todo ello de CIBERTEC,

Espana.

La prueba de inhibicién del prepulso (PPI) se realizé en el dia 70 (edad adulta tem-
prana). Los animales se introdujeron en la cdmara, donde permanecieron durante 10
minutos, con ruido blanco de fondo (70 dB), como forma de aclimatacién a la cdmara.
Tras este periodo de tiempo, se produjo una secuencia de 5 estimulos (pulso principal,
120 dB). Después, los animales fueron expuestos a 10 secuencias de estimulos que
constaron, en este orden, del pulso principal (120 dB), el pulso principal (120 dB) pre-
cedido por tres prepulsos de diferente intensidad (74, 80 y 86 dB) y un control negativo
sin estimulo acustico, en el que s6lo sonaba el ruido blanco de fondo. Finalmente, se
produjo de nuevo una secuencia de 5 pulsos principales de 120 dB. Los prepulsos vy el
pulso principal tuvieron una duraciéon de 40 milisegundos y el intervalo entre prepulso
y pulso fue de 100 milisegundos. El intervalo entre pulsos vario aleatoriamente entre 10

y 20 segundos, con el objeto de evitar la habituacién de los animales.

1.3.2. Laberintoen T

La prueba del laberinto en T se emplea para evaluar funciones cognitivas como la
memoria de trabajo en roedores. El laberinto (CIBERTEC, Espafia) consta de dos brazos
perpendiculares que se cruzan formando una T. El brazo principal mide 50 cm, mientras

que los laterales, 40 cm. El ancho en todo el laberinto es de 10 cm y la altura, de 20 cm.

Para la realizacién de la prueba, se coloco al animal en el extremo del brazo de
salida, de cara a la pared. Después de 30 segundos de habituacion, se levanté la com-
puerta que separaba el brazo de salida de los dos brazos laterales. Tras la eleccion de
uno de los dos brazos por parte del animal, se colocé la compuerta en este brazo, im-
pidiendo la salida del animal, y permitiendo la exploracion exclusiva de ese brazo du-
rante 20 segundos. Este protocolo se repitié 5 veces para cada animal, dejando 5 minu-
tos de intervalo entre prueba y prueba. Entre cada uno de los ensayos, el laberinto se

limpid con una solucién de acido acético al 0.1% para evitar cualquier rastro de olor.
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Cada uno de los intentos sucesivos fue grabado con una camara de video (Pana-
sonic, HC-V180) colocada en un sistema de sujecion anclado al techo de manera per-

pendicular al laberinto para su posterior andlisis y cuantificacion.

1.3.3. Laberinto en cruz elevado

La prueba del laberinto en cruz elevado se utiliza para evaluar los niveles de an-
siedad en roedores. El laberinto (CIBERTEC, Espafia) consta de dos brazos perpendicu-
lares de igual tamafo que se cruzan formando una cruz. Ambos brazos se encuentran
situados a una altura de 50 cm sobre el suelo y, mientras que uno de ellos estd rodeado
(con excepcion de la zona central) de paredes de 40 cm de alto (brazo cerrado), el otro

no cuenta con paredes (brazo abierto).

Los animales del Estudio Il realizaron la prueba del laberinto en cruz elevado el dia
85. Para ello, se colocd al animal en la interseccion entre los brazos cerrados y los abier-
tos (zona neutra), siempre mirando en posicién opuesta a la que se encontraba el ope-
rador. El animal permanecié en el laberinto un periodo de 5 minutos. Se limpié el labe-

rinto con una solucién de acido acético al 0.1% entre animal y animal.

Cada uno de los intentos sucesivos fue grabado con una cdmara de video (Pana-
sonic, HC-V180) colocada en un sistema de sujecién anclado al techo de manera per-

pendicular al laberinto para su posterior andlisis y cuantificacion.

1.4. Pruebas de imagen

Los estudios de neuroimagen se realizaron en el dia 120 (edad adulta), con el
objetivo de realizar una valoracion del estado morfométrico (a tres niveles: imagen en
T2 para volumetria, imagen por difusién (DTI) y espectroscopia (MRS)) y metabdlico

(imagen PET) del cerebro.

1.4.1. Tomografia por Emision de Positrones (PET) y Tomografia Computarizada
(CT)

Los animales se anestesiaron mediante sevoflurano inhalado. Después, se les in-
yectd via intravenosa 2-desoxi-2-['8F]fluoro-D-glucosa (8FDG), un radiotrazador de
uso frecuente en clinica para evaluar el metabolismo de la glucosa. 45 minutos después
de la exposicion a la '8FDG, los animales se escanearon durante otros 45 minutos en un
escaner PET/CT ARGUS para pequefio animal (SEDECAL, Espafia).
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Las imagenes de PET se reconstruyeron con un algoritmo 2D-OSEM (234) (1.45
mm FWHM, tamarfio de véxel de 0.3875 x 0.3875 x 0.775 mm3, ventana de energia de

400-700 keV) y corregidas para el decaimiento y el tiempo muerto.

Las imagenes de CT se adquirieron con el mismo escaner mencionado antes, con
los siguientes pardmetros: 340 mA, 40 KV, 360 proyecciones, 8 disparos y resolucién
de 200 pm. Las imagenes se reconstruyeron mediante un algoritmo Feldkamp (tamafio

de voxel isotropico = 0.121 mm) (235).

1.4.2. Imagen por resonancia magnética (MRI)

Los animales, previamente anestesiados con sevoflurano inhalado, se escanearon
mediante un escaner Biospec 70/20 de 7T con antena de volumen y superficie especifi-

cas para rata (Bruker, Alemania).

Para los andlisis de volumetria y morfometria cerebral, se adquirieron imagenes
coronales ponderadas en T2 con los siguientes parametros: TE = 33 milisegundos, TR
= 3732 milisegundos, 2 repeticiones, anchura de corte = 0.4 mm. El tamafio de la matriz

fue 256 x 256 voxeles y el tamaino de campo (FOV), 3.5 x 3.5 cmz2.

Para los estudios de DTI, se realizé una secuencia SE-EPI (TR = 2000 milisegundos,
TE = 26.55, 3 repeticiones), con gradientes de difusién aplicados en 27 direcciones (va-
lor b = 1000 segundos/mm?2). Se adquirieron 35 cortes cerebrales, con un grosor de 0.4
mm. El tamano de la matriz fue 128 x 128 véxeles y el tamano de campo (FOV), 35 X

35 mm.

Por ultimo, los estudios de Hi-MRS se adquirieron con una secuencia PRESS mono-
voxel (TR = 2500 milisegundos, TE = 16.5, puntos de adquisicion = 2048, ancho de
banda de la adquisicién = 3301.06 Hz), siendo la corteza frontal y el hipocampo dorsal
las regiones cerebrales de interés. El volumen del voxel en cada una de las dos areas fue
de 1.5 mm3, ajustdndose a la estructura anatémica. Se adquirieron 128 repeticiones con
supresion de la sefal de agua y, ademas, se adquirié también una imagen sin supresion

de agua como ajuste interno, de cara a la cuantificacidn de los resultados.

1.5. Determinaciones bioquimicas

La valoracién de los marcadores bioquimicos de estrés oxidativo e inflamacion se
realizé en cuatro regiones del cerebro, previamente congelado a -80°C tras su extrac-

cién: amigdala, hipocampo, corteza prefrontal y caudado-putamen.
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1.5.1. Western-Blot

A partir de los extractos citosélicos de las regiones cerebrales de interés, se midié
la expresién de dos mediadores proinflamatorios (iNOS y COX2) y antioxidantes (KEAP1,
HO1, NQOT1) (236). Los niveles de proteinas se midieron mediante el método de Brad-
ford.

Las proteinas se cargaron en el gel de electroforesis de poliacrilamida y posterior-
mente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.2 um (BIORAD) con un
sistema de transferencia semi-seco. Se bloquedé la membrana con suero fetal bovino
(BSA) (Sigma, Espafia) al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, se incu-
baron durante la noche con anticuerpos anti-iNOS de conejo (sc-650, 1:750 BSA 2%,
SCBT), anti-COX2 de cabra (sc-1747, 1:750 BSA 2.5%; SCBT), anti-KEAP1 de ratén
(MAB3024, 1:1000; R&D), anti-HO1 de conejo (ab68477, 1:1000; Abcam), anti-NQO1
de cabra (sc16464, 1:750 BSA 1%; SCBT) y anti-B-actina de ratéon (A5441, 1:10.000;
Sigma). Los anticuerpos primarios se incubaron durante 1.5 horas a temperatura am-
biente con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano. La unién de
las proteinas con sus respectivos anticuerpos se detecté mediante el Sistema Fc Odyssey
(LI-COR, Alemania). Todos los western-blots se realizaron al menos 3 veces en ensayos

diferentes.

1.5.2. Peroxidacion lipidica (MDA)

La peroxidacién lipidica se determiné mediante el test del acido tiobarbitdrico para
malondialdehido (MDA) siguiendo las instrucciones detalladas por el fabricante, asi

como en el protocolo de Das & Ratty (237).

1.5.3. Actividad del factor nuclear derivado de eritroide 2 (NRF2)

La actividad del factor nuclear derivado de eritroide 2 (NRF2), una molécula impli-
cada en la neutralizacién de radicales libres prooxidantes, se midié a partir de extractos
nucleares derivados de tejido cerebral mediante un kit comercial basado en la técnica
del ELISA (600590, Cayman Chemical, Estonia).

1.5.4. Actividad enzimatica antioxidante y niveles de glutation

Las muestras de tejido cerebral se sonicaron en 400 pl de una soluciéon de suero
salino-fosfato (pH = 7) con varios inhibidores de la proteasa (Complete-Roche). Las

muestras homogeneizadas se centrifugaron a 10.000 g durante 15 minutos a 4°C. En

44



los sobrenadantes resultantes se determind la actividad de las enzimas superéxido dis-
mutasa (SOD) (K028-H1, Arbor Assay, EEUU), catalasa (CAT) (KO33-H1, Arbor Assay,
EEUU), glutatidon peroxidasa (GPx) (703, 102, Cayman Chemical, Estonia), asi como los
niveles de glutation (GSH) (KOO6-HT1, Arbor Assay, EEUU).

1.6. Analisis de la microbiota fecal

El analisis de la microbiota fecal se realizé con el objetivo de evaluar los taxones

bacterianos diferenciales entre los distintos grupos.

A partir de 200 mg del contenido fecal de cada ciego, previamente congelado a -
80°C, se realiz6 la extraccion de 200 pl de ADN gendédmico (ADNg) usando el Kit E.Z.N.A.
®DNA Stool (Ref. D4015-02, VWR, Madrid, Espafia). Las muestras de ADNg se cuantifi-
caron mediante un BioPhotometer® (Eppendorf, Madrid, Espafia) y sus concentraciones
se diluyeron a 6 ng/pl. Las muestras diluidas se emplearon para amplificaciéon mediante
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), siguiendo el protocolo del kit lon 16™ Me-

tagenomics (Thermo Fischer Scientific, Madrid, Espafa) (238).

Los productos de amplificacion de la PCR se utilizaron para crear una libreria, me-
diante el kit lon Plus Fragment Library para el sistema AB Library Builder™ (Cat. No.
4477597, Thermo Fischer Scientific, Madrid, Espafia) con indexacion de las muestras
realizado mediante el kit lon Xpress™ Barcode Adapters 1-96 (Cat. No. 4474517, Termo
Fischer Scientific, Madrid, Espafna). La preparacion del template se realizé a partir del
Sistema ION One Touch™ 2 y del kit ION PGM™ Hi-Q™ OT2 (Cat. No. A27739, Thermo
Fischer Scientific, Madrid, Espafia). Después, se realizd la secuenciacién metagendémica
mediante el kit ION-PGM™ Hi-Q™ Sequencing (Cat. No. A25592, Thermo Fischer Scien-
tific, Madrid, Espafia) en el sistema ION PGM™., Los chips empleados fueron el ION 314™
v2,316™v2 y 318™ y2 (Cat. No. 4482261, 4483188, 4484355, Thermo Fischer Scien-

tific, Madrid, Espafa), con varias muestras codificadas por cada chip.

1.7. Procesamiento y cuantificacion de los datos
1.7.1. Cuantificacion y analisis de las pruebas de comportamiento

Para la prueba del PPI, se calculd el porcentaje de inhibicion prepulso de la res-

puesta al sobresalto mediante la siguiente formula:

repulso + pulso
100 — (P p p

pulso x 100)
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“Prepulso + Pulso” hace referencia a la respuesta de sobresalto de los 10 ensayos
del PPl para cada intensidad, mientras que “Pulso” indica la respuesta de sobresalto

frente a los 10 pulsos principales de los 10 ensayos.

Para la prueba del laberinto en T, se cuantificé el nimero de alternancias entre
brazo izquierdo y derecho en ensayos consecutivos. Ademas, se midié el tiempo que el
animal empleé realizando actividades de acicalamiento (grooming), o en estado de con-

gelamiento (freezing).

Por ultimo, para la prueba del laberinto en cruz elevado, se cuantificaron el nimero
de entradas en brazos cerrados y en brazos abiertos y el nimero de veces que el animal
se asomo fuera del laberinto en los brazos abiertos. También se midieron el tiempo en
brazos cerrados y en brazos abiertos, asi como el empleado realizando actividades de

acicalamiento o en congelamiento.

1.7.2. Cuantificacion y analisis de las pruebas de imagen
1.7.2.1. Tomografia por emision de positrones (PET)

El post-procesamiento y la normalizacion en intensidad de las imagenes de PET se
realizaron como se describe en (234). Todas las imagenes de PET se registraron al mismo
espacio estereotdctico, una imagen CT de referencia obtenida a partir de las imagenes
CT individuales de cada animal, usando los algoritmos descritos en (234) mediante el
software Multimodal Workstation (MMWKS). La finalidad de este tratamiento de las ima-
genes fue posibilitar la realizacién de un estudio comparativo véxel a voxel de las ima-
genes, asegurando asi la colocalizacién de cada voxel en todas las imagenes (Figura
2.2.).

Figura 2.2.
Procesamiento de imagenes PET: registro espacial rigido

CT dereferencia

CTregistrados PETsregistrados
Fig. 2.2. Las imagenes CT obtenidas se registraron al mismo espacio que un CT de referencia. Después,

cada imagen de PET se registro a su CT pre-registrado, usando para ello registro rigido basado en informa-
cion mutua.
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Las imagenes registradas se suavizaron con un filtro Gaussiano isotrépico de
FWHM (Full Width Half Maximum) de 2.5 mm, y se enmascararon mediante la aplicacién
de una mascara de cerebro completo realizada a partir de una imagen de RM, con el
objetivo de eliminar los voxeles extracerebrales. Finalmente, se realiz6 una normaliza-
Cién en intensidad usando el método data-driven descrito en (239). Esta estrategia, ba-
sada en una metodologia iterativa, se efectué normalizando en intensidad a un grupo
de véxeles de regiones cerebrales que no mostraron diferencias estadisticamente sig-

nificativas entre los grupos.

1.7.2.2. Imagen por Resonancia Magnética (MRI)
1.7.2.2.1. Analisis de la morfometria voxel a voxel y de la volumetria en imagenes T2

Las imagenes de RM ponderadas en T2 se emplearon para realizar un analisis de
la morfometria cerebral basada en véxel (VBM), asi como un andlisis volumétrico a partir

de la segmentacién de regiones de interés (ROIs).

Para el andlisis de morfometria basada en voxel (VBM), se siguié el protocolo pre-
viamente descrito en (240) y que se puede ver, resumido, en la Figura 2.3. Brevemente,
las imagenes en T2 se corrigieron usando un algoritmo de campo N4 y redimensionadas
con un factor de escala de 10. Después, usando el software SPM, las imagenes se ali-
nearon al atlas para cerebro de rata Wistar de Valdés-Herndndez (241) y se recortaron
al espacio del template (voxel isotropico de 1.25 mm). Los datos obtenidos se utilizaron
después para crear un template especifico para rata usando el script de ANTs de cons-
truccion de templates con el template previo de cerebro de rata Wistar (241). Este tem-
plate nuevo se realineé al template original de Valdés-Hernandez y, posteriormente, las
imagenes recortadas se normalizaron al template customizado usando herramientas de
registro optimizadas de ANTs. Una vez tuvimos todas las imagenes en el espacio del
template de rata Wistar, se segmentaron la sustancia gris (Grey matter, “GM”"), sustancia
blanca (White matter, “WM”) y liquido cefalorraquideo (Cerebrospinal Fluid, “CSF”) usando
para ello herramientas de SPM y tomando como base mapas probabilisticos procedentes
del atlas de rata Wistar. Después, las imagenes segmentadas se modularon usando los
determinantes Jacobianos de la normalizacién espacial. Finalmente, la imagenes ya mo-
duladas s suavizaron con un filtro Gaussiano isotropico de 10 mm de FWHM de cara a

ser usadas en los analisis estadisticos.

Para el analisis de ROIs, primero se registraron las imagenes T2 a un mismo es-
pacio estereotdctico, como se ha descrito para las imagenes PET, usando el software
Multimodal Workstation (MMWKS). Después, se realizé la segmentacién manual de 6
ROIs de interés comunes en el Estudio | y en el Estudio Il: cerebro completo, corteza

prefrontal, corteza completa, hipocampo, ventriculos y cerebelo. Ademas, en el Estudio
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Il se realizé también la segmentacién manual del cuerpo calloso, por su interés en el
estudio de los cambios volumétricos ocurridos en éste drea y su comparacion con los
estudios de DTI.

Figura 2.3.
Diagrama de flujo del procesado de imdgenes estructurales para el andlisis de VBM
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Fig. 2.3. Las imagenes T2 fueron preprocesadas y registradas a un template original (241). A partir de éstas,
se cred un template customizado para cada imagen. Las imagenes preprocesadas previas se sometieron a
un registro rigido y a una normalizacion espacial usando este template como base. Después se obtuvo, para
cada una de las imagenes, un mapa probabilistico concreto de sustancia gris (GM), sustancia blanca (WM)
y liquido cefalorraquideo (CSF). Estas imdgenes se modularon y suavizaron para realizar, posteriormente,
los analisis estadisticos correspondientes a partir de ellas.

1.7.2.2.2. Analisis de la fraccion de anisotropia y la difusividad media en imagenes
de DTI

A partir de las imagenes de DTI, se analizaron la fraccién de anisotropia (FA) y la

difusividad media (MD) en tres regiones cerebrales: cuerpo calloso, corteza prefrontal e
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hipocampo. Para ello, se realizdé la segmentacién manual de las tres regiones en los

mapas paramétricos correspondientes utilizando el software Image]J (FlJI).

1.7.2.2.3. Analisis de metabolitos de interés a partir de imagen de MRS

Las imagenes de espectroscopia (ejemplo en la Figura 2.4.) se analizaron usando
el software LCModel, que calcula el mejor ajuste de nuestras imagenes a otras imagenes
de espectroscopia modelo (espectros de metabolitos) mediante una combinacién lineal.
En este set, incluimos 19 potenciales metabolitos: alanina (Ala), aspartato (Asp), creatina
(Cr), acido gamma-aminobutirico (GABA), glicina (Gly), glucosa (Glc), glutamato (Glu),
glutamina (GIn), glutation (GSH), glicerofosfocolina (GPC), guanidoacetato (Gua), fosfo-
rocolina (PCh), mio-inositol (mlns), lactato (Lac), N-acetilaspartato (NAA), N-acetilas-
partilglutamato (NAAG), fosfocreatina (PCr), escilo-inositol (elns) y taurina (Tau). Tam-
bién se incluyen los espectros de distintos lipidos (Lip) y macromoléculas (MM). No obs-
tante, solamente aquellos metabolitos con una Cota Inferior de Cramer-Rao (CRLB) me-
nor del 20%, que corresponde con el error estimado de concentracion (0.2 mmol/g), se
incluyeron en el analisis cuantitativo. En algunos casos, los metabolitos con resonancia

solapada se muestran como la suma de ambos metabolitos.

Figura 2.4.
Ejemplo de espectro obtenido mediante el software de analisis LCModel
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Fig. 2.4. Imagen de espectroscopia obtenida con LCModel, con algunos de los picos mas destacados rotu-
lados con su pico correspondiente.

1.7.3. Cuantificacion y analisis de marcadores bioquimicos

Las imdgenes digitales de los Western Blots se analizaron mediante densitometria

(ImageJ, NIH). Los valores se normalizaron al control de carga (f-actina) y se expresaron
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como porcentaje de variacidn respecto a este control. Los datos de los ensayos de acti-
vidad enzimatica se normalizaron al contenido en proteina de cada muestra. Los resul-
tados se expresaron en U/mg de proteina en el caso de las enzimas y en pyM/ug de

proteina en el caso del GSH.

1.7.4. Analisis filogenético de la microbiota fecal

Para la realizacién de los andlisis filogenéticos se utilizo el software ION Reporter
(version 5.6, Life Technologies Holdings Pte Ltd, Singapur), que incluye los porcentajes
de cada taxén bacteriano para cada secuenciacién metagendémica, lo que permitié com-
parar frecuencias entre ratas individuales y grupos. Los andlisis se llevaron a cabo me-
diante el software QIIME-2 (242).

1.8. Analisis estadistico y representacion de los datos

Los analisis estadisticos de los estudios voxel a voxel (PET y RM) se efectuaron
usando el software estadistico SPM12 (Statistical Parametric Mapping, Wellcome Depart-
ment of Cognitive Neurology, Londres, Reino Unido). Los grupos se compararon usando
un ANOVA de 2 vias. Para el caso de las imagenes de PET, los resultados se obtuvieron
estableciendo un umbral de punc < 0.05 de significacidon a nivel de voxel y de cluster
(nimero de voxeles por cluster [k] > 50). Para el caso de las imagenes de RM, los resul-
tados se obtuvieron estableciendo un umbral de punc < 0.01 de significacién a nivel de

voxel, corregida a nivel de cluster mediante FDR (k > 1000).

Para el resto de andlisis de imagen, los anadlisis de las pruebas de comportamiento
y de los marcadores bioquimicos, se realizaron ANOVAs de 2 vias (excepto la prueba del
PPl ~ANOVA de medidas repetidas-), seguidos del test post-hoc de Bonferroni. Previa-
mente, se realizo la comprobacion de la normalidad y la homocedasticidad de los datos
mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Aquellos datos no
normales u homocedasticos fueron sometidos a transformaciones para alcanzar la nor-
malidad o la homocedasticidad. En aquellos parametros que tras las transformaciones
no alcanzaron valores normales ni homocedasticos fueron analizados mediante el test
de Kruskal-Wallis (KW) y el test post-hoc de Dunn. Ademas, estos tests fueron utilizados
en todos los andlisis de microbiota por presentar mayoritariamente distribuciones no
normales. Los datos se representaron como promedio = SEM. Para el andlisis estadistico
se empled el software estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics 20), mientras que para la
representacion grafica de los datos se usé el software GraphPad Prism (version 7,
GraphPad Software, San Diego, CA, EEUU).
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2. Estudio III: Analisis bioinformatico de farmacos con uso potencial en el trata-
miento de la esquizofrenia

2.1. Definicion de las firmas transcripcionales asociadas a esquizofrenia

Las firmas transcripcionales relacionadas con esquizofrenia se definieron a partir
de datos de RNA-seq de cinco estudios diferentes previamente publicados: el primero,
un estudio /n vitro, en el que células microgliales en cultivo se expusieron a Poly I:C
(243). El segundo, un analisis a partir de la microglia extraida del cerebro de ratas de un
modelo de MIS inducido con Poly I:C similar al utilizado por nosotros en los estudios | y
11 (244). Los tres estudios restantes se realizaron a partir de muestras clinicas proceden-
tes de la corteza dorsolateral frontal (DLPFC) de pacientes con esquizofrenia (245-247).
Para la definiciéon de las firmas transcripcionales se utilizaron los 50-100 genes mas
upregulados en los pacientes con esquizofrenia, en comparacién con los sujetos sanos,

siguiendo las pautas preestablecidas por estudios precedentes (248).

2.2. Calculo de los “scores” de similitud utilizando el Connectivity Map (CMap)

Las firmas transcripcionales asociadas a esquizofrenia, previamente definidas, se
utilizaron como input en la herramienta de consulta (“query”) del software Connectivity
Map (CMap) (https://clue.io), con el objetivo de obtener “scores” de similitud con las
firmas transcripcionales ya contenidas en el CMap de farmacos, categorias de CMap y
sobreexpresion y deplecidon de genes (249). Los parametros utilizados fueron “Gene ex-
pression (L1000)”, “Touchstone”, “individual query”, “version 1.0” y “compute with
sig_fastgutc_tool”. Los “scores” se descargaron como un archivo de texto (.txt) sobre el
que se realizaron los analisis posteriores en Microsoft Excel (Versién 2202). Especifica-
mente, los resultados de fAirmacos y categorias de CMap se filtraron en base a su “score”,
con especial interés en los “scores” mas negativos (de una escala del -100 al 100), ya
que representan aquellos firmacos y categorias con una firma transcripcional opuesta a
la de esquizofrenia y, por tanto, se podrian relacionar con un perfil reversor. Se consi-

deraron como “scores” significativamente negativos aquellos entre -90 y -100.

2.3. “Drug Set Enrichment Analysis”

Para realizar el andlisis, se utilizé el método de “gene set enrichment analysis”
(analisis de enriquecimiento de un set de genes) o GSEA implementado en el paquete de
R fgsea (250), de manera similar a la descrita en estudios previos (248,251), modificado
para producir un “drug set enrichment analysis” (andlisis de enriquecimiento de un set

de farmacos) o DSEA. Las familias de farmacos se definieron en base a su mecanismo de
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accién, cuya anotacidn estaba incluida en la categoria de descripciéon del archivo des-
cargado del CMap. El andlisis computacional se realizé mediante R (version 3.6.3, 2020-

02-29). Una muestra del codigo empleado se puede ver en el Anexo A.
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RESULTADOS

1. Estudio I: Tratamiento preventivo con NAC, omega-3 o minociclina durante la
periadolescencia

1.1. Inhibicion del prepulso

Como primer paso tras el tratamiento preventivo con los tres compuestos durante
la periadolescencia, procedimos a evaluar la respuesta de inhibicién prepulso de los

animales (Figura 3.1.).

Figura 3.1.
Cambios conductuales valorados mediante la prueba de la inhibicion prepulso
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Fig. 3.1. Representacion del porcentaje de inhibicion prepulso (PPI) y el efecto de la N-acetilcisteina (A),
los acidos omega-3 (B) y la minociclina (C) en los animales control (Salino) y en los animales del modelo
inducido por Poly I:C (MIS). Cada columna representa la media + SEM de la PPI (%) para la intensidad de
cada prepulso (PP 74, 80 y 86 decibelios) de 6-13 animales (Salino VH 11, Salino NAC §, Salino Omega
10, Salino MIN 6, MIS VH 13, MIS NAC 7, MIS Omega 10, MIS MIN 6). Debajo de cada Figura se
muestran los resultados significativos, o cerca de la significacion estadistica, del andlisis del ANOVA de
medidas repetidas. PP: Prepulso. MIS*Tto: interaccion entre los factores MIS y tratamiento. PP*MIS: in-
teraccion entre los factores prepulso y MIS. PP*Tto: interaccion entre los factores prepulso y tratamiento.
PP*MIS*Tto: interaccion entre los factores prepulso, MIS y tratamiento [*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001]. Sobre las columnas se muestran los resultados del test post-hoc de Bonferroni [# p < 0.05, ## p <
0.01 vs. Salino VH; * p < 0.05 vs. MIS VH].

Los resultados mostraron la disminucion de la inhibicién prepulso en los animales
MIS, si bien los analisis estadisticos no fueron estadisticamente significativos en el caso
de la comparativa con la minociclina, aunque se observa la misma tendencia (Fig. 3.1C).

En todos los casos, el tratamiento con cualquiera de los tres compuestos previno este
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déficit, si bien, en el caso de la minociclina, ésta fue Unicamente parcial y sin llegar a
alcanzar los valores de los animales control ni la significacidn estadistica en el test post
hoc de Bonferroni para ninguno de los tres prepulsos. En el caso de los animales tratados
con NAC (Figura 3.1A) y con omega-3 (Figura 3.1B), la prevencion si fue completa, al-
canzando valores similares a los de los animales sanos. Por ultimo, los animales control
tratados con los tres compuestos no mostraron practicamente diferencias con los ani-
males sin tratar, salvo en el caso de los que recibieron minociclina, que registraron una

leve disminucidn, si bien ésta no fue estadisticamente significativa.

1.2. FDG-PET y metabolismo de glucosa cerebral

Tras la realizacién de la prueba de inhibicién prepulso, ya en edad adulta, evalua-
mos el metabolismo cerebral de glucosa mediante '8FDG-PET como medida indirecta de
la actividad cerebral. En la Figura 3.2. se muestran los resultados mas significativos. Los

resultados completos se muestran en el Anexo B.

Figura 3.2.
Cambios en el metabolismo cerebral de glucosa medidos mediante 'SFDG-PET

Efecto de NAC en Salino

Fig. 3.2. La figura muestra los cambios mas destacados en el metabolismo de glucosa derivados del trata-
miento con NAC, Omega-3 y minociclina. Concretamente, se muestra el efecto de la NAC en los animales
Salino, asi como el de los Omega-3 y la minociclina en los animales del modelo MIS. Las imagenes PET
se representan sobre una imagen de resonancia magnética para facilitar la localizacion de los cambios y
muestran el incremento (rojo) o la disminucion (azul) de la captacion de glucosa a consecuencia de los
distintos tratamientos. Las barras de colores representan los valores de T. Abreviaturas.: Acc: nicleo accu-
mbens, BS: tronco cerebral, Cb: cerebelo, D: derecha, dMN: ntcleo mesencefalico profundo, I: izquierda,
OB: bulbo olfatorio, PFC: corteza prefrontal, S1: corteza somatosensorial primaria.
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En nuestro modelo no observamos diferencias significativas entre los animales sa-
nos y los patolégicos con el umbral estadistico seleccionado. Si hacemos este umbral
menos restrictivo (p < 0.05) si observamos, en los animales MIS, una leve disminucién
del metabolismo cerebelar en el hemisferio derecho, asi como un ligero aumento en

regiones del hipocampo izquierdo.

A diferencia de lo observado en el modelo, los tratamientos si variaron en mayor
medida el metabolismo cerebral, aunque no a gran escala. Con una p < 0.01, la NAC
indujo un leve aumento de la actividad cerebral en regiones del bulbo olfatorio y de la
corteza prefrontal. No obstante, no hubo cambios significativos en los animales MIS. Por
otra parte, tanto el omega-3 como la minociclina no modificaron la actividad cerebral
en los animales salino. Sin embargo, en los animales MIS, el omega-3 si provoc6 una
ligera disminucidn del metabolismo de la glucosa a nivel mesencefalico; mientras que la
minociclina disminuyé considerablemente el metabolismo de glucosa en areas del cere-
belo y del tronco cerebral, asi como mas levemente en la corteza somatosensorial pri-
maria del hemisferio izquierdo. Ademas, la minociclina aumenté la actividad metabdlica,

de manera muy leve, en el nlicleo accumbens izquierdo.

1.3. Volumetria y morfometria cerebral mediante imagen por resonancia magnética

1.3.1. Volumetria mediante regiones de interés

Como primera parte del estudio neuroanatémico, evaluamos mediante el estudio
de regiones de interés segmentadas manualmente el volumen de cinco regiones cere-
brales (corteza completa, corteza prefrontal, hipocampo, ventriculos y cerebelo), asi

como del cerebro completo.

En primer lugar, atendiendo a las diferencias entre los animales Salino VH y MIS
VH, podemos observar cambios aparentes en todas las estructuras. No obstante, el ana-
lisis del ANOVA solamente revela un efecto estadisticamente significativo en el hipo-
campo y en los ventriculos, que se encuentran reducido y aumentado, respectivamente.
El test post-hoc no muestra diferencias en ese sentido, aunque casi corrobora las en-
contradas en hipocampo, donde casi se roza la significacién estadistica. Ademas, el vo-
lumen cerebral total parece sufrir una muy leve reducciéon en los animales MIS, algo
observable del mismo modo en la corteza completa, la corteza prefrontal, el cerebelo vy,
en mayor medida, en el hipocampo. No obstante, salvo en el caso de esta ultima region,
sin significacion estadistica ni en el caso del ANOVA ni en el caso del test post-hoc de

Bonferroni.
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El tratamiento con la NAC (Figura 3.3.) no revelé apenas cambios, ni en los ani-
males sanos ni en los patolégicos. Como resultado del ANOVA si encontramos un efecto
del tratamiento en el caso del hipocampo. A parte de este cambio, existen tendencias a
un incremento de regiones como la corteza prefrontal y el cerebelo en los animales MIS
tratados con NAC. De manera opuesta, encontramos una reduccidon en el volumen del
cerebro completo, la corteza total, la corteza prefrontal y el hipocampo en los animales
sanos. No obstante, no encontramos un efecto significativo ni de la interaccion en la
prueba del ANOVA ni de este efecto en los animales Salino como resultado del test post-
hoc de Bonferroni.

Figura 3.3.
Efecto de la N-acetilcisteina en la volumetria de seis regiones cerebrales
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Fig. 3.3. Alteraciones en la volumetria de los animales Salino y MIS tras el tratamiento con NAC (Salino
VH 11, Salino-NAC 12, MIS-VH 13, MIS-NAC 14). Cada columna representa la media + SEM para cada
grupo en cada estructura. Debajo de las graficas se muestra el resultado del ANOVA de 2 vias para cada
estructura normal y homocedastica (Int = efecto de la interaccion; MIS = efecto del modelo MIS; Tto =
efecto del tratamiento con Omega-3; * p <0.05, ** p <0.01). Los resultados del test post-hoc de Bonferroni
se muestran sobre la barra correspondiente (p = 0.07 vs. Salino VH). La corteza se analiz6 mediante la
prueba de Kruskal Wallis.

Los omega-3 (Figura 3.4.) revierten la disminucién hipocampal causada por MIS,
al aumentar el tamafo de esta regidn hasta valores préoximos a los de los animales con-
trol (p = 0.058). También en el hipocampo encontramos una interaccién en el ANOVA,
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producida por este incremento del volumen en los animales MIS tratados y la reduccién
en los animales Salino también tratados. Ademas, encontramos un incremento del vo-
lumen cerebral, cerebelar y cortical en los animales MIS tratados con omega-3, aunque
éste no es significativo ni en el analisis del ANOVA ni de Bonferroni. No hay cambios
aparentes en los animales control para ninguna estructura cerebral salvo el hipocampo.

Figura 3.4.
Efecto de los acidos omega-3 en la volumetria de seis regiones cerebrales
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Fig. 3.4. Alteraciones en la volumetria de los animales Salino y MIS tras el tratamiento con Omega-3
(Salino-VH 11, Salino-Omega 12, MIS-VH 13, MIS-Omega 14). Cada columna representa la media = SEM
para cada grupo en cada estructura. Debajo de las graficas se muestra el resultado del ANOVA de 2 vias
para cada estructura normal y homocedastica (Int = efecto de la interaccion; MIS = efecto del modelo MIS;
Tto = efecto del tratamiento con NAC; *** p < (0.001). Los resultados del test post-hoc de Bonferroni se
muestran, en caso de ser significativo, sobre la barra correspondiente (#p < 0.05 vs. Salino VH).

Por ultimo, el efecto principal de la minociclina (Figura 3.5.) lo encontramos a nivel
de la corteza prefrontal, donde es capaz de prevenir la disminucion de volumen en los
animales del modelo MIS. El analisis del ANOVA no mostré ningun efecto aparente del
tratamiento, aunque si observamos una interaccién en el hipocampo, en el mismo sen-
tido que la ya mencionada en los animales tratados con omega-3. Mas alld de estos
cambios, encontramos tendencias al incremento de volumen en los animales MIS trata-
dos con minociclina en el caso del cerebro y la corteza completos y del cerebelo, aunque
en ninguno de los casos esto se ve refrendado por la significacién estadistica. En los
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animales control tampoco observamos ninguna modificacion, salvo un leve aumento de
los ventriculos, tampoco apoyado en significacidon estadistica.

Figura 3.5.
Efecto de la minociclina en la volumetria de seis regiones cerebrales
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Fig. 3.5. Alteraciones en la volumetria de los animales Salino y MIS tras el tratamiento con minociclina
(Salino-VH 11, Salino-Min 12, MIS-VH 13, MIS-Min 14). Cada columna representa la media + SEM para
cada grupo en cada estructura. Debajo de las graficas se muestra el resultado del ANOVA de 2 vias para
cada estructura normal y homocedastica (Int = efecto de la interaccion; MIS = efecto del modelo MIS; Tto
= efecto del tratamiento con MIN; * p < 0.05; ** p < 0.01). Los resultados del test post-hoc de Bonferroni
se muestran, en caso de ser significativo, sobre la barra correspondiente (*p < 0.05 vs. MIS VH; p = 0.08
vs Salino VH).

1.3.2. Morfometria cerebral basada en voxel (VBM)

Ademas del ya citado estudio de las regiones de interés, enfocado en estructuras
cerebrales concretas, realizamos otra aproximacion a partir de las mismas imagenes de
resonancia magnética en T2, basada en la busqueda automatica de alteraciones morfo-
métricas en el cerebro, separando entre sustancia gris, sustancia blanca y liquido cefa-

lorraquideo.
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1.3.2.1. Sustancia gris

Los animales MIS no mostraron practicamente diferencias en regiones de sustancia
gris (Figura 3.6. y Anexo C) respecto a los animales control. Unicamente evidenciaron
una leve expansidn a nivel del hipocampo izquierdo en su parte ventral y en el bulbo
olfatorio. No obstante, con un umbral estadistico menos restrictivo (p < 0.05 a nivel de
cluster) si observamos una contracciéon considerable de varias regiones cerebelares y del

hipocampo dorsal en ambos hemisferios en los animales MIS, mas acorde a lo esperado.

Figura 3.6.
Efecto de la N-acetilcisteina, los omega-3 y la minociclina en la morfometria de la sustancia gris

Efecto de MIS en Salino

Efecto de Omega-3 en MIS
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Fig. 3.6. Alteraciones en la morfometria de la sustancia gris causadas por el tratamiento preventivo con
NAC, OM3 o MIN (Salino-VH 11, Salino-NAC 12, Salino-Omega 12, Salino-Min 12, MIS-VH 13, MIS-
NAC 14, MIS-Omega 14, MIS-Min 14). Los resultados de VBM se muestran como un mapa de T proba-
bilistico representado sobre una imagen de resonancia magnética donde los colores calidos indican un au-
mento de la densidad de la sustancia gris y los colores frios indican una disminucion de la misma. Las
barras de colores muestran los valores de T. Abreviaturas: BS: tronco cerebral, Cb: cerebelo, D: derecha,
HP: hipocampo, HPT: hipotalamo, I: izquierda, IC: coliculo inferior, OFC: corteza orbitofrontal, Pir: cor-
teza piriforme, SSC: corteza somatosensorial, Th: talamo, vHP: hipocampo ventral.

El tratamiento con NAC no provoco apenas cambios en los animales Salino, mas
alla de un leve agrandamiento a nivel cerebelar, alcanzando practicamente el coliculo
inferior de ambos hemisferios. En cambio, en los animales MIS si produjo cambios mas
notables: de manera considerable, produjo un agrandamiento hipotaldmico y de varias
regiones del cerebelo y en el coliculo inferior, del mismo modo que en los animales
salino. Ademas, NAC causé una leve contraccion en el hipocampo derecho, asi como en

el tronco cerebral. Otros efectos menores aparecen recogidos en el Anexo C.
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El tratamiento con Omega-3 no produjo demasiados cambios en los animales Sa-
lino, salvo leves contracciones en regiones de pequefio tamafio en la corteza piriforme
y el cerebelo. En los animales MIS, los cambios tampoco fueron demasiado significativos.
Ademas del agrandamiento a nivel cerebelar mostrado antes para el tratamiento con
NAC, menos marcado en este caso, estos animales evidenciaron una, a priori, inesperada

contraccion a nivel de la corteza orbitofrontal y de la corteza somatosensorial.

Por ultimo, el tratamiento con minociclina durante la adolescencia causoé el agran-
damiento de regiones cerebelares y del coliculo inferior en los animales sanos. En los
animales MIS, estos cambios se mantuvieron tras el tratamiento con minociclina, espe-
cialmente a nivel del cerebelo, en el hemisferio derecho. Ademas, estos animales mos-

traron leves contracciones de areas corticales, asi como en tadlamo e hipocampo.

1.3.2.2. Sustancia blanca

Los animales MIS evidenciaron varias reorganizaciones de fibras cerebrales (Figura
3.7. y Anexo C). A nivel del cuerpo calloso, se observaron diferentes cambios en las
fibras en funcion del hemisferio y de su disposicion longitudinal. Asi, estos animales
presentaron aumentos de la densidad de la sustancia blanca del cuerpo calloso en su
parte mas rostral y reducciones en la mas caudal. Ademas, el modelo MIS mostré un
ensanchamiento a nivel de fibras en regiones hipotalamicas y del tracto espino-cerebelar

y unha contraccion a nivel cerebelar.

El tratamiento con NAC produjo una retraccion leve de la cdpsula externa en los
animales no patoldgicos. Por otra parte, en los animales MIS produjo la reorganizacién
del cuerpo calloso, también de manera opuesta en funcién de la regiéon implicada. Ade-
mas, NAC revirtio el aumento de la densidad de sustancia blanca a nivel de hipotalamo,

asi como la retraccion de fibras cerebelares.

Los acidos omega-3 apenas alteraron la organizacion de las fibras en los animales
salino, a excepcién de un ligero aumento de la densidad de las fibras de la comisura del
lemnisco lateral y de la fimbria hipocampal. En el caso de los animales MIS, el efecto fue
similar al producido por NAC, afectando al cuerpo calloso en las dos direcciones y re-

virtiendo los efectos provocados por MIS a nivel de hipotdlamo y cerebelo.

El tratamiento con minociclina tampoco provocé una gran reordenacion de fibras
en los animales sanos, salvo una ligera retraccidon de la capsula externa y del extremo
mas caudal del cuerpo calloso en el hemisferio derecho, y un incremento de la densidad
de la sustancia blanca a nivel cerebelar. De nuevo, en los animales MIS, la minociclina

produjo una reversion del aumento de densidad de las fibras en el hipotalamo, asi como
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de la contraccion de las mismas en regiones del cerebelo. Asimismo, también fue res-
ponsable de ligeras retracciones en areas especificas y muy localizadas del cuerpo ca-

lloso.

Figura 3.7.
Efecto de la N-acetilcisteina, los omega-3 y la minociclina en la morfometria de la sustancia blanca

Efecto de MIS en Salino

Fig. 3.7. Alteraciones en la morfometria de la sustancia blanca causadas por el tratamiento preventivo con
NAC, Omega-3 o MIN (Salino-VH 11, Salino-NAC 12, Salino-Omega 12, Salino-Min 12, MIS-VH 13,
MIS-NAC 14, MIS-Omega 14, MIS-Min 14). Los resultados de VBM se muestran como un mapa de T
probabilistico representado sobre una imagen de resonancia magnética donde los colores calidos indican
un aumento de la densidad de la sustancia blanca y los colores frios indican una disminucion de la misma.
Las barras de colores muestran los valores de T. Abreviaturas: Cb: cerebelo, cc: cuerpo calloso, cll: comi-
sura del lemnisco lateral, D: derecha, ec: capsula externa, fi: fimbria, fmi: forceps menor del cuerpo calloso,
fmj: forceps mayor del cuerpo calloso, HPT: hipotalamo, I: izquierda, vsc: tracto espinocerebral ventral.

1.3.2.3. Liquido cefalorraquideo

Los animales MIS sin tratar presentaron un aumento notable de la densidad en
areas con liquido cefalorraquideo (CSF) en comparacion con los animales control. Este

efecto se hizo especialmente visible a nivel del tercer ventriculo (Figura 3.8. y Anexo C).

El aumento en el sistema ventricular fue completamente revertido por los tres tra-
tamientos (NAC, omega-3 y minociclina), de manera especialmente notoria en el caso
de la NAC. Este farmaco, ademas, produjo este mismo efecto también en los animales
control, junto con la también contraccién a nivel del ventriculo olfatorio. Ademas, en los

animales MIS, la NAC también fue responsable de la retraccién a nivel del acueducto de
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Silvio y del cuarto ventriculo, con un muy leve incremento de la densidad a nivel del

ventriculo lateral derecho.

Figura 3.8.
Efecto de la N-acetilcisteina, los omega-3 y la minociclina en la morfometria del liquido cefalorraquideo
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Fig. 3.8. Alteraciones en la morfometria del liquido cefalorraquideo causados por el tratamiento preventivo
con NAC, Omega-3 o MIN (Salino-VH 11, Salino-NAC 12, Salino-Omega 12, Salino-Min 12, MIS-VH
13, MIS-NAC 14, MIS-Omega 14, MIS-Min 14). Los resultados de VBM se muestran como un mapa de T
probabilistico representado sobre una imagen de resonancia magnética donde los colores calidos indican
un aumento de la densidad de areas con liquido cefalorraquideo y los colores frios indican una disminucion
de la misma. Las barras de colores muestran los valores de T. Abreviaturas: 3V: 3¢ ventriculo, Cb: cerebelo,
D: derecha, D3V: 3 ventriculo dorsal, I: izquierda, LR4V: receso lateral del 4° ventriculo, LV: ventriculo
lateral, OV: ventriculo olfatorio.

1.4. Estudio de marcadores de oxidacion e inflamacion

Tras la adquisiciéon de ambas modalidades de imagen, los animales se sacrificaron
para extraer el cerebro, con el objetivo de evaluar en cuatro regiones (corteza prefrontal,
hipocampo, amigdala y caudado-putamen) el efecto de los tres tratamientos preventivos
en la modulacién de diferentes marcadores de inflamacion y estrés oxidativo (I0S) en el
modelo MIS. En las Figuras 3.9., 3.10., 3.11. y 3.12. se encuentran agrupados algunos
de los cambios mas relevantes encontrados para cada una de las estructuras cerebrales.
El resto de resultados, no representados en la figura, asi como los resultados del ANOVA

de 2 vias, se muestran en los anexos D-I.
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1.4.1. Corteza prefrontal

En la corteza prefrontal (Figura 3.9.) el ANOVA revel6 diferencias entre los anima-
les Salino y MIS en iNOS, MDA, CAT, KEAPT, NRF2, GSHtotai, GSHiibre y GSSG. A su vez, esos
analisis mostraron un efecto del tratamiento con NAC en iNOS y KEAP1. El tratamiento
con omega-3 tuvo también un efecto modulador sobre iNOS y KEAP1, ademas de sobre
GPx y GSHiibre. Por ultimo, el ANOVA mostré un unico efecto del tratamiento con mino-
ciclina sobre HO1, aunque rozé la significacién estadistica en el caso, de nuevo, de iNOS
(p = 0.053).

Figura 3.9.
Alteraciones de varios marcadores de 10S en la corteza prefrontal
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Fig. 3.9. Esta figura muestra algunos de los cambios bioquimicos mas relevantes derivados del tratamiento
preventivo con NAC, OM3 o MIN en la corteza prefrontal de animales Salino y MIS (8 animales/grupo).
Especificamente, se muestra iNOS, un marcador proinflamatorio, y KEAP1, HO1 y NQO1, marcadores de
estrés oxidativo. Las bandas representativas de los cuatro marcadores (bandas superiores) y del control de
carga, B-actina (bandas inferiores) se muestran sobre los graficos correspondientes. Cada columna repre-
senta la media = SEM para cada grupo. Sobre las columnas se indica el resultado del test post-hoc de
Bonferroni para cada comparativa (# p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 vs Salino VH; ** p <0.01, ***
p <0.001 vs MIS VH).
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Yendo a resultados mas concretos, uno de los mas destacados es el incremento
muy significativo de iNOS en los animales MIS, casi completamente prevenido por todos
los tratamientos en los animales de este modelo. Ademas, ninguno de los tres trata-
mientos ejercidé un efecto modulador sobre este marcador. En esta regién, observamos
también un incremento de KEAP1 en los controles MIS, de nuevo prevenido por los tra-
tamientos preventivos con NAC y omega-3, pero no con minociclina. Por otra parte, las
moléculas antioxidantes HO1 y NQOT1 sufrieron una disminucién leve en los animales
MIS, pero sin llegar a alcanzar valores estadisticamente significativos. Esta ligera reduc-
cién de la expresién de la proteina fue revertida por los tres tratamientos, a excepcion
de omega-3 y HO1. La minociclina se mostré particularmente efectiva aumentando el
porcentaje de expresion de HO1 en la corteza prefrontal, llevando los indicadores de
este marcador incluso por encima del expresado por los animales no patoldgicos. Del
resto de resultados en esta estructura cerebral, destaca el incremento considerable de
la molécula prooxidante MDA en los animales MIS respecto a los animales control. Este
incremento no pudo ser revertido por ninguno de los tres tratamientos, aunque los tres
lograron reducir muy ligeramente la concentracion del mismo respecto a su control MIS

patoldgico.

1.4.2. Hipocampo

En el hipocampo (Figura 3.10.) el ANOVA Unicamente mostré diferencias debidas
al modelo en dos marcadores, SOD y GSSG. A su vez, el tratamiento con NAC revelé
modulaciones en otros dos marcadores: COX2, KEAP1. El tratamiento con omega-3
mostré un efecto significativo sobre iNOS, KEAP1, GSHtotal y GSSG. Finalmente, la mino-
ciclina ejercié un efecto modulador en KEAP1,NQO1, GPx, GSGtotal y GSSG.

Por otra parte, aunque los analisis estadisticos con el ANOVA no corroboraron
mayoritariamente estas diferencias, se aprecia una tendencia similar en iNOS, con un
incremento en los animales MIS que los tratamientos parcialmente previenen en los ani-
males de este modelo, aunque a una escala considerablemente menor que los cambios
observados en la corteza prefrontal. Otro resultado relevante es el encontrado en la
expresion de KEAPT, una molécula que, si bien no presenta diferencias entre los anima-
les control Salino y MIS, al contrario de lo observado antes en la corteza prefrontal, es
modulada por todos los tratamientos en el hipocampo. Ademas, curiosamente, los ana-
lisis post-hoc revelan un efecto mas pronunciado en los animales sanos y no tanto en
los patolégicos. En cuanto a las moléculas antioxidantes HO1 y NQO1, no se encontraron
diferencias resefnables entre los animales sanos y los animales MIS. Tampoco parece

haber un efecto de los tratamientos sobre estos marcadores en esta region, a excepcién
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de la minociclina, que si incrementé la expresion de ambos. Por dltimo, aunque no en-
contramos diferencias entre los controles Salino y MIS, tanto omega-3 como minociclina
redujeron considerablemente, y en contra de lo esperado, los valores de GSH total, de

GPx y de GSSG en los animales MIS (ver Anexos G e I).

Figura 3.10.
Alteraciones de varios marcadores de 10S en el hipocampo
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Fig. 3.10. Esta figura muestra algunos de los cambios bioquimicos mas relevantes derivados del tratamiento
preventivo con NAC, OM3 o MIN en el hipocampo de animales Salino y MIS (8 animales/grupo). Especi-
ficamente, se muestra iNOS, un marcador proinflamatorio, y KEAP1, HO1 y NQO1, marcadores de estrés
oxidativo. Las bandas representativas de los cuatro marcadores (bandas superiores) y del control de carga,
B-actina (bandas inferiores) se muestran sobre los graficos correspondientes. Cada columna representa la
media = SEM para cada grupo. Sobre las columnas se indica el resultado del test post-hoc de Bonferroni
para cada comparativa (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 vs MIS VH).

1.4.3. Amigdala

En el analisis de ANOVA en la amigdala (Figura 3.11.) encontramos cambios en
iNOS, COX2, KEAP1, HO1, SOD, CAT, GSHtotal, GSHiibre y GSSG entre animales Salino y MIS.
La NAC mostré un efecto modulador sobre COX2, HO1, NQO1, NRF2 y SOD. Este analisis
reveld también un efecto del tratamiento con omega-3 en HO1, NQO1 y GPx. Por ultimo,

el tratamiento con minociclina mostré ser eficaz modulando COX2, HO1 y GSSG.
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Figura 3.11.
Alteraciones de varios marcadores de 10S en la amigdala
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Fig. 3.11. Esta figura muestra algunos de los cambios bioquimicos mas relevantes tras el tratamiento pre-
ventivo con NAC, OM3 o MIN en la amigdala de animales Salino y MIS (8 animales/grupo). Especifica-
mente, se muestran iNOS, un marcador proinflamatorio, SOD, una enzima con capacidad antioxidante, y
KEAP1, HO1, NQOI1, GSH total y libre y GSSG, marcadores de estrés oxidativo. Las bandas representa-
tivas de iNOS, KEAP1, HO1 y NQO1 (bandas superiores) y del control de carga, B-actina (bandas inferio-
res) se muestran sobre los graficos correspondientes. Cada columna representa la media + SEM para cada
grupo. Sobre las columnas se indica el resultado del test post-hoc de Bonferroni para cada comparativa (#
p <0.05, ## p <0.01, ## p <0.001 vs Salino VH; * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 vs MIS VH).
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En lo relativo a los andlisis post-hoc grupo a grupo, queda patente el gran nimero
de cambios encontrado, tanto a nivel del modelo, como provocado por los tres trata-
mientos. De nuevo, iNOS se muestra muy sobreexpresado en los animales MIS. Este
incremento no es completamente prevenido por ninguno de los tratamientos, aunque
omega-3 si parece mostrar una mayor efectividad que NAC y minociclina. Lo mismo
ocurre con KEAPT, sobreexpresado en los animales MIS, y con una leve reduccién de su
expresién en los animales MIS tratados, pero lejos de revertir el incremento. El caso
opuesto ocurre con HO1 y NQOT1: aunque los animales MIS no muestran diferencias res-
pecto a los controles Salino, el tratamiento con los tres compuestos causa un aumento
notable de la expresién de ambos marcadores, por encima de los valores de expresiéon
mostrados por los animales control. Ademas, en el caso de HO1, omega-3 logra incre-
mentar su expresién tanto en animales sanos como patoldgicos. Los animales MIS pre-
sentan también una reduccién de la actividad enzimatica de la molécula antioxidante
SOD, que es revertida mediante el tratamiento con NAC y minociclina en los animales de
este modelo. También podemos observar una reduccion de los niveles de GSH total, GSH
libre y GSSG en los animales MIS, parcialmente restaurados por NAC y minociclina. Los
animales MIS evidenciaron un aumento de la expresién de COX2, aunque éste no pudo

ser revertido por ningun tratamiento.

1.4.3. Caudado-putamen

En el caudado-putamen (Figura 3.12.) los andlisis del ANOVA mostraron diferen-
cias entre los animales Salino y MIS en iNOS, KEAP1, CAT, SOD, GPx, GSHtotal, GSHiibre Yy
GSSG. A su vez, el tratamiento preventivo con NAC revelé un efecto en HO1 y CAT, con

omega-3 en HO1 y con minociclina en iNOS yHOT1.

En esta estructura encontramos, por lo general, menos cambios entre los grupos
que los revelados en corteza prefrontal y amigdala. Probablemente el cambio mas rele-
vante es el encontrado en HO1, un marcador que, aunque no muestra apenas diferencia
entre los animales Salino y MIS, si se ha visto incrementado por los diferentes tratamien-
tos, tanto en animales sanos como patolégicos, algo especialmente visible con el trata-
miento con omega-3. La minociclina logra esta prevencion de manera mas notable en
los animales MIS tratados. La NAC, por su parte, incrementa levemente la expresiéon de
este marcador tanto en Salino como en MIS, aunque ese aumento no alcanza la signifi-
cacion estadistica. Mas alla del HOT1, los tratamientos no modificar en gran medida nin-
guno de los marcadores. No obstante, la minociclina se mostré especialmente eficaz
previniendo las alteraciones encontradas en iNOS y SOD en los animales MIS tratados,

algo que la NAC y los omega-3 no han logrado.
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Figura 3.12.
Alteraciones de varios marcadores de 10S en el caudado-putamen
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Fig. 3.12. Esta figura muestra algunos de los cambios bioquimicos mas relevantes tras el tratamiento pre-
ventivo con NAC, OM3 o MIN en el caudado-putamen de animales Salino y MIS (8 animales/grupo).
Especificamente, se muestran iNOS, un marcador proinflamatorio, SOD, una enzima con capacidad anti-
oxidante, y HO1, marcador de estrés oxidativo. Las bandas representativas de iNOS y HO1 (bandas supe-
riores) y del control de carga, B-actina (bandas inferiores) se muestran sobre los graficos correspondientes.
Cada columna representa la media + SEM para cada grupo. Sobre las columnas se indica el resultado del
test post-hoc de Bonferroni para cada comparativa (# p < 0.05, ## p <0.01 vs Salino VH; * p <0.05, ** p
<0.01, *** p<0.001 vs MIS VH).

2. Estudio II: Tratamiento preventivo con NAC durante la gestacion

2.1. Evaluacion de la conducta: inhibicion del prepulso, memoria de trabajo y an-
siedad

2.1.1. Inhibicion prepulso

La prueba del PPl volvié a mostrar un claro déficit de los animales MIS a la hora de
inhibir correctamente el prepulso, corroborable estadisticamente tanto en el analisis de
ANOVA como en el post-hoc de Bonferroni, de manera especialmente notable para los
prepulsos de mayor intensidad (Figura 3.13.). Por su parte, la NAC mostré una eficacia
desigual a la hora de revertir este déficit en los animales MIS. Los animales tratados

durante 7 dias revirtieron parcialmente el déficit en los animales MIS, pero sin llegar a
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los niveles de los animales control. Ademas, en el caso del prepulso de 74 dB, los ani-
males MIS tratados durante 7 dias con NAC parecen sufrir un incremento del déficit,
aunque éste no llegue a ser estadisticamente significativo. En el caso de los animales
salino, el tratamiento preventivo durante 7 dias no parece tener efecto, salvo en el pre-
pulso de 80 dB, donde, sorprendentemente, los animales sufren un empeoramiento en
su capacidad de inhibir el prepulso. Sin embargo, este déficit es restablecido en el pre-
pulso de 86 dB. Por otra parte, tanto el ANOVA como el test de Bonferroni corroboran
que el tratamiento con NAC durante 21 dias si logra completar la prevencion del déficit
en los animales MIS que no consigue el tratamiento durante 7 dias. En el caso de los tres
prepulsos, los animales MIS NAC21d presentan un mayor porcentaje de inhibicién que
sus controles MIS sin tratar, llegando incluso a valores de inhibicién superiores a los

mostrados por los animales sanos en el caso del prepulso de 86 dB.

Figura 3.13.
Cambios conductuales valorados mediante la prueba de la inhibicion del prepulso
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Fig. 3.13. Cada columna representa la media + SEM de la PPI (%) para la intensidad de cada prepulso (PP
74, 80 y 86 decibelios) de 7-12 animales (Salino-VH 8, Salino-NAC7d 10, Salino-NAC21d 12, MIS-VH
7, MIS-NAC7d 10, MIS-NAC21d 12). Debajo de la figura se muestran los resultados significativos, o cerca
de la significacion estadistica, del anélisis del ANOVA de medidas repetidas, tanto para el tratamiento
durante 7 dias como para el de 21. PP : prepulso [*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < (0.001]. Encima de cada
columna de la figura se muestran los resultados del test post-hoc de Bonferroni [# p < 0.05 vs. Salino VH;
*p <0.05, ** p 0.01 vs. MIS VH].
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2.1.2. Laberinto en T

En la prueba del laberinto en T evaluamos el nimero de alternancias entre el brazo
izquierdo y derecho que realiza cada animal en ensayos sucesivos como medida indi-
recta de la memoria de cada uno de ellos: la no alternancia entre brazo e izquierdo en
ensayos consecutivos se considera un indicativo de déficit de memoria de trabajo. Los
resultados de esta prueba (Figura 3.14. y Anexos ] y K) no permiten, sin embargo, indicar
un déficit en la capacidad de alternar entre un brazo y otro por parte de los animales
MIS, que muestran unos niveles de alternancia similares a su control. El ANOVA no mos-
tré diferencias debidas ni al efecto del Poly I:C ni a los tratamientos, en ninguna de las
ventanas. Ademas, el analisis post-hoc corroboré la ausencia de diferencias entre gru-
pos: el tratamiento con NAC, en ambas ventanas temporales, no modificd este compor-

tamiento ni en animales sanos ni en los patoldgicos.

Figura 3.14.
Cambios conductuales valorados mediante la prueba del laberinto en T
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Fig. 3.14. Numero de alternancias media por grupo como medida indirecta del estado de la memoria de
trabajo y como es afectada por el tratamiento preventivo con NAC en los animales control (Salino) y en los
animales MIS. Cada columna representa la media = SEM de las alternancias por grupo de 8-12 animales
(Salino VH 8, Salino NAC7d 12, Salino NAC21d 12, MIS VH 11, MIS NAC7d 12, MIS NAC21d 12). No
existen diferencias significativas entre los grupos en el test post-hoc de Bonferroni.

2.1.3. Laberinto en cruz elevado

La prueba del laberinto en cruz elevado se usa comunmente para evaluar los ni-
veles de ansiedad en roedores. Esta prueba se basa en la aversiéon natural de los roedores
a los espacios abiertos. Por ello, los animales con mayores niveles de ansiedad tienden
a permanecer mas tiempo en los brazos cerrados que en los abiertos. Este resultado se

corrobora de manera muy clara (Figura 3.15. y Anexos J y K) en los animales MIS. El

70



Resultados

porcentaje de tiempo que estos animales permanecen en los brazos cerrados es signi-
ficativamente mayor que el de los animales salino. En consecuencia, los animales salino
permanecieron mas tiempo en brazos abiertos que los animales MIS, algo que se pudo
corroborar en el ANOVA (Anexos J y K). Ademas, tanto este analisis como el test post-
hoc entre grupos revelaron que los animales MIS se asomaron significativamente menos
al exterior de los brazos abiertos que los animales control. Este importante incremento
de los niveles de ansiedad en los animales MIS desaparece completamente tras el trata-
miento preventivo con NAC, independientemente de la ventana temporal de administra-
cién. Tanto los animales MIS tratados durante 7 dias como los tratados durante 21 re-
ducen de manera drastica el porcentaje de tiempo en brazos cerrados y aumentan sig-
nificativamente el permanecido en abiertos. Ademas, incrementan de igual manera el
numero de veces que se asoman al exterior. Los andlisis de ANOVA y Bonferroni corro-

boraron de manera contundente el efecto preventivo del tratamiento con NAC.

Figura 3.15.
Cambios conductuales valorados mediante la prueba del laberinto en cruz elevado
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Fig. 3.15. Representacion del tiempo que permanecieron los animales en los brazos cerrados y en los abier-
tos, asi como del nimero de veces que se asomaron a la zona exterior del laberinto, como medida indirecta
de los niveles de ansiedad y como son afectados por el tratamiento preventivo con NAC durante la gestacion
en los animales control (Salino) y en los animales del modelo MIS. Cada columna representa la media +
SEM por grupo de 8-12 animales (Salino-VH 8, Salino-NAC7d 12, Salino-NAC21d 12, MIS-VH 12, MIS-
NAC7d 12, MIS-NAC21d 12). En la figura se muestran los resultados del test post-hoc de Bonferroni [###
p <0.001, p=0.06 vs. Salino VH; ** p 0.01, *** p <0.001 vs. MIS VH].

2.2. Imagen por resonancia magnética
2.2.1. Volumetria mediante regiones de interés

En el estudio de las regiones de interés (Figura 3.16. y Anexos J y K) se incluyeron

las mismas estructuras previamente analizadas en el Estudio |: cerebro completo, cor-
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teza, corteza prefrontal, hipocampo, ventriculo y cerebelo, incluyendo ademads una sép-
tima, el cuerpo calloso, de cara a obtener, junto con el estudio de imagen por difusion,

una vision global de esta estructura.

Los resultados del ANOVA (Anexos J y K) revelaron diferencias significativas entre
los animales Salino y MIS en todas las estructuras salvo la corteza total. No obstante,
estas diferencias no se observaron entre estos animales en el ANOVA realizado inclu-
vendo a los animales tratados durante 21 dias. En este andlisis, el tratamiento con NAC
durante 7 dias indujo diferencias en la corteza completa y la prefrontal, en hipocampo,
en cuerpo calloso y en el cerebelo. También se observo una interaccion en los ventriculos
y el cuerpo calloso. Por otra parte, el tratamiento durante toda la gestacién fue capaz de
modular el hipocampo y el cuerpo calloso, con un mayor niimero de interacciones que

el tratamiento mas corto (cerebro completo, hipocampo, cuerpo calloso y cerebelo).

Figura 3.16.
Efecto de la N-acetilcisteina durante la gestacion en la volumetria de siete regiones cerebrales
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Fig. 3.16. Efecto de 1a N-acetilcisteina durante la gestacion en la volumetria cerebral de los animales Salino
y MIS (6 — 12 animales/grupo). Cada columna representa la media + SEM para cada grupo en cada estruc-
tura. Los resultados del test post-hoc de Bonferroni se muestran, en caso de ser significativos, sobre la barra
correspondiente (# p < 0.05, ## p < 0.01 vs Salino VH; * p < 0.05, *** p < 0.001, p = 0.06, p = 0.07 vs.
MIS VH).
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Atendiendo a los resultados grupo a grupo, los animales MIS sin tratar muestran
una reduccién estadisticamente significativa en el hipocampo y el cerebelo -y casi sig-
nificativa en el cuerpo calloso-, asi como un aumento, también estadisticamente signi-

ficativo, en el tamafio de los ventriculos, en comparacion con los animales Salino.

A diferencia del Estudio I, donde la NAC se administré durante la periadolescencia,
sin inducir cambios de gran envergadura, en este caso, tanto el tratamiento durante la
gestacion durante 7 dias como el de 21 logran revertir muchos de los déficits observados
en los animales MIS. De este modo, los analisis post-hoc de Bonferroni corroboraron el
efecto preventivo de la NAC en ambas ventanas temporales modulando el volumen al-
terado del hipocampo, el cuerpo calloso y los ventriculos en los animales MIS. En el caso
del cerebelo, el tratamiento de 21 dias previno casi completamente el déficit de los ani-
males MIS, aunque sin alcanzar el umbral estadistico (p = 0.07). En el caso de la corteza
y la corteza prefrontal no hay cambios en los animales tratados, salvo un aumento del
tamano cortical en los animales salino que fueron tratados durante 7 dias. Por Gltimo,
existe un leve incremento del tamafio del cerebro completo en los animales MIS tratados

durante 21 dias, aunque no es estadisticamente significativo.

2.2.2. Morfometria cerebral basada en voxel

Del mismo modo que en el Estudio |, en este Estudio también se evaluaron los
diferentes cambios morfométricos en sustancia gris, sustancia blanca y liquido cefalo-

rraquideo (Figura 3.17. y Anexo L).

2.2.2.1. Sustancia gris

En el analisis de la sustancia gris (Figura 3.17A y Anexo L), el primer cambio no-
table respecto al Estudio | es el mayor impacto de ambos tratamientos con NAC de cara
a generar cambios en la morfologia cerebral, del mismo modo que mostramos previa-
mente con el tamafio de distintas regiones de interés. Asi, observamos cambios a una
escala mucho mayor en numerosas estructuras tras los tratamientos. Tanto la adminis-
tracion de NAC en la gestacion durante 7 dias como durante 21 produjo en los animales
salino y en los MIS un importante agrandamiento de areas amplias del cerebelo, de los
coliculos superior e inferior y del hipotalamo. En los animales MIS, el tratamiento con
NAC también fue responsable de un aumento a nivel de corteza prefrontal y talamo. El
tratamiento con NAC produjo también la contraccion de varias regiones, como el cau-
dado-putamen, aunque a un menor nivel que los agrandamientos ya descritos. El resto

de cambios se pueden consultar en el Anexo M.
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Figura 3.17.
Efecto de la N-acetilcisteina durante la gestacion en la morfometria cerebral

A. Sustancia gris
Efecto de NACYd en Salino Efecto de NAC7d en MIS

B. Sustancia blanca

Efecto de NAC?d en Salino Efecto de NACY7d en MIS

C. Liquido cefalorraquideo

Efecto de NACYd en Salino Efecto de NAC7d en MIS
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Fig. 3.17. Alteraciones en la morfometria de la GM, la WM y el CSF en los animales Salino y MIS tras el
tratamiento con NAC (Salino VH: 7, Salino NAC7d: 12, Salino NAC21d: 12, MIS VH: 6, MIS NAC7d:
12, MIS NAC21d: 12). Los resultados de VBM se muestran como un mapa de T probabilistico representado
sobre una imagen de resonancia magnética donde los colores calidos indican un aumento de la densidad de
GM, WM o CSF y los colores frios indican una disminucion. Las barras de colores muestran los valores de
T. Abreviaturas: 3V: 3°" ventriculo, 4V: 4° ventriculo, ac: comisura anterior, BS: tronco cerebral, Cb: cere-
belo, cc: cuerpo calloso, csc: comisura del coliculo inferior, ctg: tracto tegmental central, D: derecha, ec:
capsula externa, fmj: férceps mayor del cuerpo calloso, HPT: hipotalamo, I: izquierda, IC: coliculo inferior,
LR4V: receso lateral del 4° ventriculo, mfb: fasciculo presencefalico medial, PFC: corteza prefrontal, OV:
ventriculo olfatorio, Pir: corteza piriforme, RS: corteza retrosplenial, SAS: espacio subaracnoideo, SC: co-
liculo superior, Th: tdlamo.
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2.2.2.2. Sustancia blanca

En la sustancia blanca (Figura 3.17B y Anexo L) se mantienen los cambios a gran
escala producidos por la NAC administrada durante la gestacién, también de mucha mas
envergadura que los encontrados en el Estudio |. Estos cambios, ademas, se encuentran
en muchos casos localizados en regiones cercanas a los ya vistos para sustancia gris.
Esto puede verse en las importantes reducciones que observamos, en los animales tra-
tados, en regiones fibrilares cercanas a los coliculos, en el cerebelo y en el hipotalamo.
Otra regién que sufre bastantes transformaciones por el efecto de la NAC es el cuerpo
calloso, con cambios morfométricos diferentes en funcién de a qué altura en el eje lon-
gitudinal del cerebro se encuentre. A menor escala, existen mas modificaciones, que se

pueden consultar en el Anexo M.

2.2.2.3. Liquido cefalorraquideo

En el liquido cefalorraquideo (Figura 3.17C y Anexo L) se mantiene la tendencia general,
con cambios a mucha mayor escala que en el Estudio |, a causa de la administracién de
la NAC. A nivel general, tanto el tratamiento con NAC durante 7 dias como durante 21
produjo una contraccion significativa de los ventriculos, especialmente del tercero y del
cuarto, aunque también hay contracciones importantes a nivel de los ventriculos latera-

les y los olfatorios, asi como del espacio subaracnoideo.

2.2.3. Estudio de imagen por difusion

El estudio de imagen por difusidn se realizé con el objetivo de determinar si exis-
tian cambios microestructurales en diferentes regiones del cerebro, debido a la posibi-
lidad que esta técnica ofrece de cara a determinar la organizacién y orientacion de las
fibras nerviosas (252). Para ello, evaluamos la fraccidon de anisotropia (FA) y la difusividad
media (MD) en tres regiones cerebrales: cuerpo calloso, corteza prefrontal e hipocampo

(Figura 3.18. y Anexos ] y K).

La FA hace referencia a cdbmo de dominante es la direccion del movimiento del
agua en un tejido, en este caso, los axones neuronales, en un voxel concreto de la ima-
gen. A mayor FA, siendo el maximo 1 y el minimo, 0, mayor anisotropia, es decir, ten-
dremos axones en mas direcciones diferentes en ese mismo voxel. Cuanto mas préxima
a 0 sea la FA, mayor isotropia y mas axones en la misma direcciéon tendremos en el
mismo voxel. Por ello, la FA se utiliza de manera frecuente como un marcador de inte-
gridad axonal. Por su parte, la MD mide la magnitud de la difusion del agua en el tejido,
sirviendo mas como una medida ultraestructural que a su vez refleja la integridad de la

sustancia blanca.
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Figura 3.18.

Efecto de la N-acetilcisteina durante la gestacion en la integridad de la sustancia blanca del cuerpo ca-

lloso, la corteza prefrontal y el hipocampo
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Fig. 3.18. Alteraciones en la FA y la MD en el cuerpo calloso, la corteza prefrontal y el hipocampo de los
animales Salino y MIS tras el tratamiento con NAC (Salino-VH: 7, Salino-NAC7d: 12, Salino-NAC21d:
12, MIS-VH: 6, MIS-NAC7d: 12, MIS-NAC21d: 12). Las columnas muestran la FA o la MD media de
cada grupo (promedio + SEM).Sobre el grafico se muestran los resultados del test post-hoc de Bonferroni
(## p <0.01 vs Salino VH; * p <0.05, *** p <0.001 vs MIS VH).

Unicamente se realizé un analisis de ANOVA en el caso de la FA en cuerpo calloso
e hipocampo. El resto de pardmetros, al no ser normales ni homocedasticos ni después
de ser transformados, se analiz6 mediante analisis de Kruskal-Wallis. En el caso del
ANOVA, en la comparativa con los animales tratados durante 21 dias se identificaron
diferencias significativas entre animales Salino y MIS, y entre animales tratados y no
trados, asi como un efecto de la interaccion, en la FA del cuerpo calloso. Los andlisis de
Kruskal-Wallis mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de

estudio en todos los casos, salvo en la FA de la corteza.

Mds concretamente, en el cuerpo calloso, los animales MIS presentaron un incre-
mento significativo de la FA respecto a los animales control. Este incremento fue preve-
nido totalmente por NAC a ambas dosis en estos animales. En el caso de la MD, los
animales MIS mostraron, de manera opuesta a la FA, una disminucién significativa, y que

también fue completamente revertida por la administracion de NAC durante 7 y 21 dias.
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En ambos casos, los tests de Bonferroni y de Dunn, respectivamente, corroboraron estas

diferencias.

En la corteza prefrontal la MD sigue un comportamiento casi idéntico al mostrado
en el cuerpo calloso, disminuyendo de manera estadisticamente significativa en los ani-
males MIS y siendo este descenso prevenido por ambos tratamientos con NAC, también
de manera estadisticamente significativa segun el analisis de Dunn. Por otra parte, no

se encontraron cambios significativos entre los grupos para la FA.

Tampoco existen cambios en la FA entre los animales salino y los animales MIS en
el caso del hipocampo, si bien el tratamiento con ambas dosis de NAC parece aumentar
ligeramente, aunque de manera no estadisticamente significativa, la FA en el caso de los
animales MIS. La MD aparece reducida en los animales MIS sin tratar. Esta disminucién

es prevenida por ambos tratamientos con NAC.

2.2.1. Evaluacion de la concentracion de metabolitos en corteza prefrontal e hipo-
campo mediante espectroscopia

El estudio de espectroscopia por resonancia magnética (MRS) (Figura 3.19. y
Anexos J y K) permite conocer la concentracion de compuestos neuroquimicos /in vivo.
La "H MRS que empleamos en esta Tesis Doctoral permite la identificacién de aproxima-
damente 20 metabolitos. De cara a los resultados, Unicamente se tuvieron en cuenta
aquellos que, tras el analisis con el software de cuantificacién LC Model, mantuvieron
una desviacién estandar menor a 20 (Cramér-Rao lower bounds) y, por tanto, la estima-
cion de su concentracion podia considerarse valida: glicerofosfocolina + fosfocolina
(GPC/PCh), N-acetilaspartato + N-acetilaspartilglutamato (NAA/NAAG), glutamato +
glutamina (Glu/Gln), macromolécula 09 + lipido 09 (MM009/Lip09) y macromolécula 20
+ lipido 20 (MM20/Lip20).

En la corteza prefrontal el ANOVA (Anexos ] y K) no identificd ninguna diferencia
entre los animales Salino y MIS, asi como con el tratamiento durante 7 dias. Por otra
parte, si se encontr6 un efecto del tratamiento durante la gestacién completa a nivel de
GPC+PCh y las macromoléculas. Ninguna de estas diferencias fue corroborada en el
analisis grupo a grupo con los tests post-hoc de Bonferroni. No obstante, aunque nin-
guno de estos resultados pueda validarse estadisticamente, en el caso de GPC+PCh, asi
como de NAA/NAAG, el tratamiento con NAC parece incrementar, en ambos casos de
manera muy leve, su concentracién, de manera dosis-dependiente, especialmente en el
caso de GPC/PCh.

En el hipocampo tampoco existen diferencias claras entre los animales salino y los

animales MIS. EI ANOVA revelé diferencias en estos animales en las macromoléculas y
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los lipidos para la comparativa con los animales tratados durante 7 dias, y Unicamente
en GPC+PCh en la que incluyd a los tratados durante 21 dias. A su vez, el tratamiento
con NAC de 7 dias también indujo cambios en las macromoléculas y los lipidos. El tra-
tamiento con NAC durante toda la gestacion produjo cambios, ademas de en GPC+PcH,
en NAA-+NAAG y las MM20+Lip20. Los tests post-hoc posteriores Unicamente mostra-
ron diferencias entre los animales MIS control y los tratados durante 7 dias en la
MMO09+Lip09, con un aumento de la concentracion de este metabolito en los animales
tratados. Por otra parte, aunque no existan mas diferencias estadisticamente significa-
tivas, parece existir un muy leve aumento de la concentracion de NAA+NAAG y las ma-

cromoléculas en los animales MIS tratados durante 21 dias.

Figura 3.19.
Efecto de la N-acetilcisteina durante la gestacion en la concentracion de cinco metabolitos en la corteza y

el hipocampo
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Fig. 3.19. Representacion de los cambios en las concentraciones de cinco metabolitos en corteza cerebral e
hipocampo de animales Salino y MIS y efecto del tratamiento preventivo con NAC durante la gestacion
(Salino VH: 7, Salino NAC7d: 12, Salino NAC21d: 12, MIS VH: 6, MIS NAC7d: 12, MIS NAC21d: 12).
Las columnas muestran la concentracion relativa media de cada grupo (promedio + SEM).Sobre el grafico
se muestran los resultados del test post-hoc de Bonferroni (* p < 0.05 vs MIS VH).
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2.3. Estudio de marcadores de estrés oxidativo e inflamacion

Del mismo modo que en el Estudio |, en el Estudio Il se analizaron las diferencias
en marcadores de estrés oxidativo e inflamacién en cuatro regiones cerebrales: corteza
prefrontal, hipocampo, amigdala y caudado-putamen. Los resultados mas destacados
se muestran en las Figuras 3.20., 3.21., 3.22. y 3.23., mientras que el resto se pueden

consultar en los Anexos M, Ny O.

2.3.1. Corteza prefrontal

En la corteza prefrontal (Figura 3.20.) el ANOVA (Anexos N y O) Unicamente revelé
diferencias entre los animales Salino y MIS en el marcador proinflamatorio iNOS. Este
analisis demostroé a su vez una modulacion del tratamiento con NAC, en ambas ventanas,
de este indicador. Ademas, en estos andlisis el tratamiento durante 21 dias también
indujo cambios en MDA. A su vez, el test de Kruskal-Wallis revel6 diferencias entre los

grupos en los niveles de NRF2 en esta region cerebral.

Figura 3.20.
Efecto de la N-acetilcisteina durante la gestacion en la concentracion de marcadores de 10S en la corteza

prefrontal
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Fig. 3.20. Esta figura muestra algunos de los cambios bioquimicos mas relevantes derivados del tratamiento
preventivo con NAC en la corteza prefrontal de animales Salino y MIS (8 animales/grupo). Especifica-
mente, se muestran iNOS y COX2, dos marcadores proinflamatorios, y CAT, una enzima antioxidante. Las
bandas representativas de iNOS y COX2 (bandas superiores) y del control de carga, B-actina (bandas in-
feriores) se muestran sobre los graficos correspondientes. Cada columna representa la media + SEM para
cada grupo. Sobre las columnas se indica el resultado del test post-hoc de Bonferroni para cada comparativa
(### p < 0.001 vs Salino-VH; *** p <0.001 vs MIS-VH).

Los andlisis post-hoc revelaron a su vez la prevencién del incremento en iNOS
presente en los animales MIS tratados con NAC, corroborando los resultados encontra-
dos en la periadolescencia. Ademas, los animales MIS también presentaron un leve in-

cremento, no significativo, de otra molécula proinflamatoria, COX-2, que también fue
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disminuida por el tratamiento con NAC, aunque sin alcanzar la significancia estadistica.
La actividad enzimatica de la catalasa también se redujo ligeramente en los animales MIS
sin tratar y, con el tratamiento con NAC, se incrementd parcialmente, pero, de nuevo,

sin ser estadisticamente significativo.

2.3.2. Hipocampo

En el hipocampo (Figura 3.21. y Anexos M, N y O) el ANOVA mostré cambios muy
significativos en COX2 entre animales Salino y MIS. Los tratamientos, a su vez, no mos-
traron un efecto estadisticamente significativo para este marcador. El tratamiento du-
rante 7 dias si mostrd ser eficaz modulando iNOS y CAT, mientras que el de 21 dias fue
capaz de actuar también sobre iINOS, NQO1 y CAT. Estos dos ultimos marcadores tam-
bién mostraron ser modulados por el tratamiento de 21 dias en los analisis post-hoc,
revelando un aumento de CAT, estadisticamente significativo en los animales sanos, y

de NQOT1, estadisticamente significativo en los animales MIS tratados.

Es destacable también el incremento inesperado de iNOS en los animales tratados
con NAC (Anexos N y O) que encontramos en esta regién, en contra de lo visto hasta el
momento y de lo previsto.

Figura 3.21.
Efecto de la N-acetilcisteina durante la gestacion en la concentracion de marcadores de 10S en el hipo-
campo
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Fig. 3.21. Esta figura muestra algunos de los cambios bioquimicos mas relevantes derivados del tratamiento
preventivo con NAC en el hipocampo de animales Salino y MIS (8 animales/grupo). Especificamente, se
muestran COX2, un marcador proinflamatorio, NQO1, un compuesto relacionado con el estrés oxidativo,
y CAT, una enzima antioxidante. Las bandas representativas de COX2 y NQO1 (bandas superiores) y del
control de carga, B-actina (bandas inferiores) se muestran sobre los graficos correspondientes. Cada co-
lumna representa la media + SEM para cada grupo. Sobre las columnas se indica el resultado del test post-
hoc de Bonferroni para cada comparativa (# p < 0.05 vs Salino-VH; * p <0.05, *** p <0.001 vs MIS-VH).
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2.3.3. Amigdala

En la amigdala (Figura 3.22. y Anexos M, N y O) el analisis de ANOVA revel6 cam-
bios entre los animales Salino y MIS en iNOS, COX2 y NRF2. El tratamiento con NAC en
ambas ventanas mostré un efecto modulador sobre COX2. A su vez, administrado du-
rante 7 dias, el tratamiento con NAC mostro ser eficaz modulando también GSSG, mien-
tras que, durante 21 dias, lo hizo sobre NQO1 y CAT.

Figura 3.22.
Efecto de la N-acetilcisteina durante la gestacion en la concentracion de marcadores de IOS en la amigdala
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Fig. 3.22. Esta figura muestra algunos de los cambios bioquimicos mas relevantes derivados del tratamiento
preventivo con NAC en la amigdala de animales Salino y MIS (8 animales/grupo). Especificamente, se
muestran iNOS y COX2, dos marcadores proinflamatorios, NQO y el GSH total y libre, compuestos rela-
cionados con el estrés oxidativo, y CAT, una enzima antioxidante. Las bandas representativas de iNOS,
COX2 y NQOI1 (bandas superiores) y del control de carga, B-actina (bandas inferiores) se muestran sobre
los graficos correspondientes. Cada columna representa la media = SEM para cada grupo. Sobre las colum-
nas se indica el resultado del test post-hoc de Bonferroni para cada comparativa (# p < 0.05 vs Salino-VH;
*p <0.05, ¥** p <0.001 vs MIS-VH).

Los analisis post-hoc posteriores confirmaron parte de estas tendencias, que ve-
nian siendo la norma en el resto de estructuras y en el Estudio I. El incremento tipico de
la expresion de iINOS en los animales MIS fue parcialmente prevenido por los tratamien-
tos con NAC, aunque sin alcanzar la significacion estadistica, como si ocurria en el caso
de la corteza prefrontal. La prevencién completa, con corroboracion estadistica, tras el

tratamiento con NAC si se alcanzé en el caso del marcador prooxidante COX-2, también
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sobreexpresado en los animales MIS. Tanto NQOT1 como la catalasa presentaron un in-
cremento en los animales tratados con NAC, aunque no llegé a ser estadisticamente
significativo. En los animales MIS tratados con NAC se observo también un muy leve

incremento del GSH total y el GSH libre, tampoco corroborado a nivel estadistico.

2.3.4. Caudado-putamen

En el caudado-putamen (Figura 3.23. y Anexos M, N y O) apenas si hubo diferen-
cias en el ANOVA. En este andlisis los animales MIS presentaron diferencias, en compa-
racion con los Salino, en COX2, MDA, KEAP1 y GPx. El tratamiento de 7 dias tuvo un
efecto sobre KEAP1 y NQOT, mientras que el de 21 lo tuvo sobre COX2, CAT, GSSG y
también sobre NQO1. Este marcador antioxidante mostré un incremento estadistica-
mente significativo (test de Bonferroni) en los animales MIS tratados durante 21 dias.
HO1, otro marcador antioxidante, parece asumir la misma tendencia en estos animales,

aunque en este caso no hay corroboracién estadistica.

Figura 3.23.
Efecto de la N-acetilcisteina durante la gestacion en la concentracion de marcadores de 10S en el caudado-
putamen
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Fig. 3.23. Esta figura muestra algunos de los cambios bioquimicos mas relevantes derivados del tratamiento
preventivo con NAC en el caudado-putamen de animales Salino y MIS (8 animales/grupo). Especifica-
mente, se muestran HO1 y NQO1, dos compuestos relacionados con el estrés oxidativo. Las bandas repre-
sentativas de HO1 y NQO1 (bandas superiores) y del control de carga, B-actina (bandas inferiores) se
muestran sobre los graficos correspondientes. Cada columna representa la media + SEM para cada grupo.
Sobre las columnas se indica el resultado del test post-hoc de Bonferroni para cada comparativa (* p < 0.05
vs MIS-VH).

2.4. Analisis de la microbiota fecal a nivel de familia, género y especie

Ademads del cerebro, se extrajo también el ciego, con el objetivo de analizar la

microbiota fecal y evaluar asi, de manera indirecta, el estado del eje intestino-cerebro.
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Concretamente, en el modelo MIS del neurodesarrollo, evaluamos las posibles diferen-
cias existentes en la concentraciéon de diferentes filos, familias, géneros y especies mi-
crobidticas, para después determinar, en el caso de las que resultasen diferenciales, qué
efecto tenia el tratamiento preventivo con NAC sobre ellos. Los resultados a nivel de filo
se muestran en el Anexo P. Los resultados globales a nivel de familia se pueden ver en
un grafico de barras anidado en la Figura 3.24. y en el Anexo Q. Ademas, una seleccion
de los resultados mas significativos a nivel de familia y de especie se puede ver también
en las Figuras 3.25.y 3.26., respectivamente. Los resultados completos a nivel de género

y especie se encuentran también en el Anexo R.

Figura 3.24.
Porcentaje de familias bacterianas en los seis grupos de estudio
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Fig. 3.24. Grafico de barras anidado con los porcentajes de las familias bacterianas con mayor representa-
cion en la microbiota bacteriana para los seis grupos de estudio (Salino-VH: 8, Salino-NAC7d: 11, Salino-
NAC21d: 11, MIS-VH: 11, MIS-NAC7d: 11, MIS-NAC21d: 11). Son especialmente visibles las diferen-
cias entre el grupo MIS VH y el resto en las familias Bacteroidaceae y Lactobacillaceae.
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A nivel de filo (Anexo P) los andlisis por Kruskal-Wallis Unicamente identificaron
diferencias entre grupos en Firmicutesy Deferribacteres. En el resto de filos no se en-

contraron diferencias estadisticamente significativas.

Figura 3.25.
Seleccion de familias bacterianas mds representativas en los seis grupos de estudio
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Fig. 3.25. Representacion de algunas familias bacterianas alteradas en el modelo MIS o por el tratamiento
con NAC en la gestacion (Salino-VH: 8, Salino-NAC7d: 11, Salino-NAC21d: 11, MIS-VH: 11, MIS-
NAC7d: 11, MIS-NAC21d: 11). Cada columna representa la media del porcentaje de cada familia bacte-
riana para cada grupo (promedio + SEM). Sobre las columnas se muestran los resultados del test post-hoc
de Dunn (# p <0.05, ### p < 0.001 vs Salino VH; * p<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, p=0.07 vs MIS
VH).

A nivel de familias (Figuras 3.24.y 3.25.y Anexo Q), las principales diferencias las
podemos encontrar en familias bacterianas relacionadas con el metabolismo del acido
lactico, como son Bacteroidaceae, Lactobacillaceae o Bifidobacteriaceae. En los tres ca-
sos, el analisis mediante Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente significati-

vas entre los grupos. La concentracion de bacterias pertenecientes a estas familias es
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considerablemente mayor en los animales MIS sin tratar en comparacién con los anima-
les Salino VH, aunque estas diferencias nicamente alcanzan la significaciéon estadistica
en el caso de Lactobacillaceae. Ademas, los tratamientos preventivos con NAC, espe-
cialmente el de 21 dias, logran reducir este incremento, aunque de manera mas leve en
el caso de la familia Lactobacillaceae. No obstante, este efecto preventivo sélo se corro-
bora estadisticamente con el test de Dunn en el caso de la familia Bacteroidaceae. Los
incrementos a nivel de familia se ven sustentados por incrementos a nivel de especie en
miembros concretos de estas familias. En la familia Bacteroidaceae estas tendencias son
especialmente notables en las especies Bacteroides acidifaciens, Bacteroides doreiy Bac-
teroides uniformis. En el caso de la familia Lactobacillaceae, las diferencias son espe-
cialmente notables en Lactobacillus kitasatonis. Por ultimo, en la familia de Bifidobacte-
riaceae el incremento en los animales MIS es debido principalmente a la especie Bifido-
bacterium animalis. Hay también una diferencia importante, corroborada estadistica-
mente por los tests de Kruskal-Wallis y Dunn entre el grupo control sano y el grupo del
modelo sin tratar en la familia XVI de los Clostridiales. En este caso, no hay presencia de
miembros de esta familia en los animales MIS, al contrario que en los animales salino.
El efecto de la NAC en este caso es, curiosamente, opuesto: por un lado, disminuyé el
porcentaje de bacterias de esta familia en los animales Salino, mientras que lo incre-
mentd en los animales MIS, en ambos casos de manera dosis-dependiente. Este efecto
antagoénico de la NAC se observo también en la familia Veillonellaceae, en la que los
animales MIS tienen un menor porcentaje de bacterias que los animales salino y en la
que la NAC tiende a disminuir o a incrementar su concentracion, respectivamente. La
NAC ejerce un efecto claro en otras familias bacterianas, como son Erysipelotrichaceae,
aumentando la presencia de estas bacterias en los animales MIS, o Peptococcaceae, dis-
minuyéndola. En otras familias con gran representacion como son Lachnospiraceae o
Prevotellaceae la NAC parece ejercer también un efecto modulador, pero no tan fuerte
como los previamente enunciados, y sin alcanzar la barrera de la significacion estadis-

tica.

Finalmente, a nivel de especie (Figura 3.26. y Anexo R), mas alla de los menciona-
dos cambios en los miembros de Bacteroidaceae, Lactobacillaceae y Bifidobacteriaceae,
encontramos también alteraciones, o bien por efecto del modelo MIS, o bien por efecto
de los distintos tratamientos con NAC, en algunas especies. Aunque no sea estadistica-
mente significativo, encontramos una disminucién del porcentaje de bacterias Acetati-
factor en los animales MIS que los tratamientos con NAC logran aumentar en estos ani-
males hasta valores incluso superiores de los encontrados en los animales Salino VH.
Otro resultado interesante es el encontrado en Corynebacterium stationis, una especie
bacteriana que se encuentra presente en los animales sanos, tanto tratados con NAC
como sin tratar, pero no aparece en absoluto en los animales MIS, tanto tratados como

no tratados. Algunas especies muestran un aumento progresivo y dependiente de la
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dosis tras los tratamientos con NAC, tanto en los animales salino como en los MIS. Ese
es el caso de Candidatus arthromitus, Clostridium hiranonis o el género Desulfovibrio.
Ademas, encontramos diferencias también en los géneros Roseburiay Turicibacter. En
ambos casos, los animales MIS presentan una leve disminucién del porcentaje de estas

bacterias que el tratamiento con NAC, especialmente el de 21 dias, logra prevenir.

Figura 3.26.
Seleccion de géneros y especies bacterianas mds representativas en los seis grupos de estudio
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Fig. 3.26. Representacion de algunos géneros y especies bacterianas alteradas en el modelo MIS o por el
tratamiento con NAC en la gestacion (Salino VH: §, Salino NAC7d: 11, Salino NAC21d: 11, MIS VH: 11,
MIS NAC7d: 11, MIS NAC21d: 11). Cada columna representa la media del porcentaje de cada género o
especie bacteriana para cada grupo (promedio £ SEM). Sobre las columnas se muestran los resultados del
test post-hoc de Dunn (# p < 0.05 vs Salino VH; * p< 0.05, *** p <0.001 vs MIS VH).
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3. Estudio III: Analisis bioinformatico de fArmacos con uso potencial en el trata-
miento de la esquizofrenia

Con el objetivo de identificar farmacos con potencial uso en el tratamiento de la
esquizofrenia, utilizamos el Connectivity Map (CMap) del Broad Institute (MIT)
(https://www.broadinstitute.org/connectivity-map-cmap), que contiene mas de 1,5 mi-
llones de firmas transcripcionales procedentes de células humanas expuestas a alrede-
dor de 5000 farmacos y 3000 alteraciones genéticas (sobreexpresion y deplecién de
genes) (109,249), fijandonos en aquellas firmas transcripcionales de farmacos que fue-
ran opuestas a firmas transcripcionales derivadas de esquizofrenia (firmas reversoras)
(Figura 3.27.). Los resultados completos de estos andlisis se muestran en el Anexo S

debido a su extension.

Figura 3.27.
Funcionamiento de la herramienta CMap aplicada a la esquizofrenia o al modelo MIS
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Fig. 3.27. Las firmas transcripcionales procedentes de animales del modelo MIS o de pacientes con esqui-

zofrenia se comparan con las firmas transcripcionales de los farmacos de la base de datos del CMap, con el
objetivo de encontrar firmas opuestas que, previsiblemente, revertirian las firmas relacionadas con esqui-
zofrenia originales.

3.1. Analisis de CMap a partir de datos transcriptomicos procedentes de un modelo
MIS inducido con Poly I:C

En primer término, se decidié realizar el andlisis de CMap a partir de datos trans-
criptomicos extraidos del articulo publicado por Mattei et a/ (244). En este estudio, los
datos se obtuvieron mediante un RNA-seq realizado en células microgliales de ratones
gue habian sido expuestos a Poly I:C en el periodo prenatal. La eleccién de este estudio
en primer lugar se hizo con el objetivo de encontrar farmacos con un perfil reversor de

las modificaciones transcriptomicas presentes en el modelo MIS inducido por Poly I:C.

El andlisis de compuestos en CMap (CMap Compounds), realizado a partir de los
datos de genes upregulados del articulo de Mattei et a/, mostré 278 farmacos con un
“score” entre -90 y -100 y, por tanto, con un potencial efecto reversor. En la Tabla 3.1.
se muestra el top 20 de fairmacos con un “score” mas negativo, ordenados desde el mas

proximo a -100 (mayor potencial reversor) al menos negativo (listado completo en el
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Anexo S). En la Tabla 3.1. se muestra también la familia o clase a la que pertenece cada

farmaco.

Tabla 3.1.

Farmacos con una mayor correlacion negativa con las firmas transcriptomicas procedentes de la microglia

de animales del modelo MIS

Farmaco Familia de farmacos Score
1 LY-2140023 Agonista de los receptores de glutamato -99.93
2 Repaglinida Secretagogo de insulina -99.93
3 TG100-115 - -99.93
4 Tomelukast Antagonista de los receptores de leucotrienos -99.93
5 VU-0420363-1 Inhibidor de proteasas 3C-like del SARS COV -99.93
6 Metazolamida Inhibidor de la anhidrasa carbonica -99.90
7 BAS-09104376 Inhibidor de la integrasa del VIH -99.86
8 BRL-50481 Inhibidor de la fosfodiesterasa -99.86
9 Guanfacina Agonista de los receptores adrenérgicos -99.86
10 Huperzina A Inhibidor de la acetilcolinesterasa -99.86
11 Desloratadina Antagonista de los receptores de histamina -99.82
12 Diltiazem Blogueador de los canales de calcio -99.79
13 BML-190 Agonista inverso de receptores de cannabinoides | -99.75
14 Tirfostin-AG-1295 Inhibidor de los receptores de PDGFR -99.75
15 Gliquidona Sulfonilurea -99.72
16 Lapatinib Inhibidor de EGFR -99.72
17 | N-(3-acetamidofenil)-3-clorobenzamida Antagonista de los receptores de glutamato -99.72
18 SJ-172550 Inhibidor de MDM -99.72
19 Tranilast Inhibidor de angiogénesis -99.72
20 Clobenpropita Antagonista de los receptores de histamina -99.68

T3.1. En la tabla se muestran los 20 farmacos, identificados mediante el CMap, con un “score” de similitud

mas negativo y que mas inversamente correlacionan con las firmas transcriptomicas procedentes de la mi-
croglia de animales del modelo MIS, procedentes del articulo de Mattei et al. (244).

Por su parte, el analisis de las familias o clases (CMap Classes) con un “score” mas

negativo nos mostré 18 categorias con un “score” entre -90 y -100 (listado completo en

el Anexo S). Esta categoria del CMap hace referencia tanto a grupos de farmacos clasi-

ficadas en base a su funcién basica sobre receptores o proteinas concretas (por ejemplo,

inhibidores de la recaptacién de noradrenalina) como a conjuntos de farmacos que pro-

ducen un efecto similar al que tiene la activacién o la inhibicién de un gen o proteina

concreto (por ejemplo, la categoria “Pérdida de funcién de las fosfolipasas”), y que es-

tarian asociadas con induccién de patologia.
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Por ultimo, se realizo el analisis de DSEA (“drug set enrichment analysis”) con R, a
partir de los datos de los andlisis anteriores. El DSEA se basa en el método GSEA, o “gene
set enrichment analysis”, que permite identificar familias de genes que estan enriqueci-
das en un contexto experimental concreto utilizando una lista de genes ordenados en
base a su expresidon y un archivo que categoriza cada gen en una familia concreta. En el
caso del DSEA, una lista de los farmacos de cada estudio ordenados en base a su “score”
equivale a la lista ordenada de genes, y un archivo que categoriza cada farmaco en una
familia concreta corresponde al otro input del GSEA para producir el DSEA. En este es-
tudio, los resultados del DSEA mostraron el enriquecimiento de 8 familias de farmacos
de manera estadisticamente significativa (p < 0.05). Estos resultados son visibles en la
Tabla 3.2. En este analisis, uno de los resultados mas destacables es el enriquecimiento
diferencial que revelan los fAirmacos antagonistas de los receptores adrenérgicos, con
un importante nimero de compuestos con un perfil reversor de las firmas transcripté-

micas procedente del modelo.

Tabla 3.2.
Andlisis de DSEA a partir de las firmas transcriptomicas procedentes de la microglia de animales del

modelo MIS

Familia de farmacos Perfil NES pval padj
Inhibidor de HCV ||| -1,87 | 0,0003 0,033
Inhibidor de MDM | | | | -1,85 | 0,0059 0,220

Antifolato bacteriano ! | | -1,73 | 0,0074 0,250

Inhibidor del receptor de PDGFR I | ” | ” -1,65 0,0260 0,600
Inhibidor de la integrasa del VIH ! | | -1,59 [ 0,0350 0,600
Antagonista de los receptores (1] T | 146 | 00350 | 0,600

adrenérgicos I ||||| | || ||

Inhibidor de dipeptidil peptidasas | | | -1,58 | 0,0390 0,600

Activador de los canales de calcio | | | -1,59 [ 0,0470 0,600

T3.2. En la tabla se muestran las 8 familias de fArmacos obtenidas como resultado del analisis de DSEA (p
< 0.05). La columna del perfil identifica tanto el nimero de farmacos de la familia como su posicion en el
ranking de farmacos. Cuanto mas a la derecha se encuentre el farmaco, mayor seré su perfil reversor y mas
negativo su “score”. La columna de NES (normalized enrichment score) indica cuanto de negativo es el
“score” de los farmacos que componen esta familia y, por tanto, una medida aproximada del potencial
efecto reversor. Las dos columnas de la derecha indican el p-valor y el p-valor ajustado.
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3.2. Analisis de CMap a partir de datos transcriptémicos procedentes de muestras
corticales de pacientes con esquizofrenia

Tras el analisis a partir de un estudio realizado en el modelo MIS, comprobamos-
cudles eran los farmacos con un mayor potencial reversor a partir de datos procedentes
del campo clinico. Para ello, seleccionamos el articulo publicado por Gandal et a/ (245),
en el que se mostraban las diferencias transcriptémicas a nivel cortical entre pacientes
con esquizofrenia e individuos sanos. La eleccidon de este articulo tras el mostrado en el
3.1. en lugar de otros, también enfocados en el trastorno humano y con metodologias
similares, se basoé principalmente en el gran tamafio muestral, con 559 sujetos con es-

quizofrenia analizados y 936 controles.

Tabla 3.3.
Farmacos con una mayor correlacion negativa con las firmas transcriptomicas procedentes de la corteza

de pacientes con esquizofrenia

Farmaco Familia de farmacos
1 Desoxipeganina Inhibidor de la acetilcolinesterasa -99.93
2 Esmolol Antagonista del receptor adrenérgico -99.93
3 L-BSO Inhibidor de la transferasa de glutation -99.93
4 Nicergolina Antagonista del receptor adrenérgico -99.93
5 Practolol Antagonista del receptor adrenérgico -99.93
6 Enalapril Inhibidor de ACE -99.89
7 RO-60-0175 Agonista del receptor de serotonina -99.89
8 7,8-dihidro-L-biopterina Inhibidor de la aldolasa de dihidroneopterina -99.82
9 CAY-10577 Inhibidor de la caseinquinasa -99.82
10 Palonosetrén Antagonista del receptor de serotonina -99.82
11 Rosuvastatina Inhibidor de HMGCR -99.82
12 | Filoquinona (Vitamina K1) Vitamina K -99.79
13 | Acetil-geranigeranil-cisteina | Inhibidor de la metil-esterificacion de proteinas geranilgeraniladas -99.75
14 TGX-221 Inhibidor de PI3K -99.75
15 Gestrinona Antagonista del receptor de progesterona -99.72
16 GSK-429286A Inhibidor de quinasas asociadas a Rho -99.72
17 Harpagosida Inhibidor de la acetilcolinesterasa -99.72
18 IB-MECA Agonista del receptor de adenosina -99.72
19 Fenitoina Hidantoina antiepiléptico -99.68
20 Meptazinol Agonista del receptor de opioide -99.65

T3.3. En la tabla se muestran los 20 fAirmacos, identificados mediante el CMap, con un score de similitud
mas negativo y que mas inversamente correlacionan con las firmas transcriptomicas procedentes de la cor-
teza de pacientes con esquizofrenia, procedentes del articulo de Gandal et al. (245).

El andlisis de compuestos de CMap mostrd 277 farmacos con “scores” entre -90 y

-100, una cifra muy similar a la presentada en el estudio anterior. Los 20 compuestos
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con un “score” mas negativo y, por tanto, un mayor potencial reversor, se muestran en

la Tabla 3.3. El listado completo se muestra en el Anexo S. El fArmaco con un “score”

mas negativo es la desoxipeganina, un compuesto inhibidor de la acetilcolinesterasa,

funcidon compartida con la NAC (253). Destaca también la presencia de fAirmacos capaces

de actuar sobre distintos sistemas de neurotransmisién, como el serotoninérgico o el

adrenérgico, del mismo modo que en el analisis presentado antes. El analisis de clases

de farmacos con un “score” comprendido entre -90 y =100 mostré 19 clases, una mas

que en el estudio preclinico, y cuyos miembros se muestran en el Anexo S. En este caso,

es destacable que la familia de firmacos con un mayor potencial reversor son los inhi-

bidores de la subunidad 30S ribosomal, una funcién que, como se ha mencionado en la

introduccién, comparte con la minociclina.

Tabla 3.4.

Andalisis de DSEA con las firmas transcriptomicas procedentes de la corteza de pacientes con esquizofrenia

Familia de farmacos Perfil NES pval Padj ‘
Bloqueador de los canales I
1 o e "L LI | 22| 00005 jo.019
2 Inhibidor de MEK | 1 | | | |I -1.95 | 0.0018 [0.055
3 Inhibidor de PI3K | | I | " ” ||| -1.95| 0.0018 |0.055
Inhibidor de la fosfodieste- |
4 rasa I " | | ||| ” -1.71| 0.0093 |0.180
5 Inductor de HSP | | | -1.54 | 0.0160 |0.270
Antagonista del receptor | T
6 adrenérgico WUEEIE e o -1.50 | 0.0240 |0.330
7 Antagonista del .receptor de | | " 159 | 0.0270 |0.340
endotelina
Agonista del receptor adre- | NI )
8 nérgico iy TR " || ||| 1.50 | 0.0310 |0.340
Inhibidor de la subunidad |
9 30S del ribosoma bacte- | -1.58 | 0.0310 |0.340
riano || ”
Inhibidor de quinasas aso-
10 ciadas a Rho | | | | | | -1.58 | 0.0310 |0.340

T3.4. En la tabla se muestran las 10 familias de firmacos obtenidas como resultado del analisis de DSEA
(p <0.05). El perfil indica el nimero de farmacos de la familia y su “score”. La columna de NES (norma-
lized enrichment score) indica cudnto de negativo es el “score” de los firmacos que componen esta familia
y, por tanto, una medida aproximada del potencial efecto reversor. Las dos columnas de la derecha indican

el p-valor y el p-valor ajustado.

Finalmente, el andlisis de DSEA mostré 10 familias enriquecidas de manera esta-

disticamente significativa (p < 0.05). Estos resultados se muestran en la Tabla 3.4. De

nuevo, Nos encontramos con un enriquecimiento significativo en farmacos inhibidores

de la subunidad 30S ribosomal, asi como moduladores del sistema adrenérgico, del
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mismo modo que el presentado en el estudio previo (Tabla 3.2.), si bien esta vez apa-
recen tanto agonistas como antagonistas de este sistema de neurotransmisién, algo es-
perable teniendo en cuenta la amplia diversidad de receptores en esta familia y sus di-

ferentes funciones activadoras e inhibitorias.

3.3. Analisis integrativo de los cinco estudios seleccionados

En primer lugar, comparamos los resultados de CMap de los estudios de Mattei et
aly Gandal et a/, con el objetivo de buscar firmacos comunes que pudiesen revertir las
anomalias a nivel transcriptémico tanto en el modelo preclinico como en el trastorno
humano. Para ello, se seleccionaron aquellos farmacos que tuviesen un “score” entre -
90 y -100 en ambos andlisis. 58 compuestos mostraron tener un perfil reversor en am-
bos estudios. Entre éstos estaban la doxiciclina y el acido-alfa-linolénico, un analogo
de la minociclina y un precursor de acidos grasos omega-3, respectivamente (la mino-
ciclina no entra dentro de los fAirmacos seleccionables al no constar en la base de datos
original de compuestos de CMap). Ademas, tras los dos primeros analisis se quiso co-
rroborar y comparar los datos con nuevos estudios. Por eso, se realizaron tres nuevos
analisis: uno, con células /n vitroy dos mdas con muestras clinicas de pacientes. En el
primero, los datos transcriptomicos se obtuvieron a partir de células de la microglia que
habian sido preexpuestas a Poly I:C (243). En los otros dos estudios, se analizaron las
alteraciones transcripcionales en muestras de la DLPFC de pacientes con esquizofrenia
(246,247).

Tabla 3.5.
Farmacos comunes a los 5 estudios analizados con un “score” entre -90 y -100
) . ) Score
Farmaco Familia de farmacos
A B C D E
Carbetocina Agonista de los receptores de oxitocina -99.47 | -91.00 | -92.37 | -96.83 | -99.44
Etamivan Estimulante respiratorio -98.56 | -92.70 | -97.00 | -97.04 | -97.32
CG-930 Inhibidor de JNK -98.37 | -99.44 | -99.89 | -99.54 | -99.72
PT-630 Inhibidor de dipeptidil peptidasas -97.97 | -99.05 | -90.63 | -97.36 | -98.98
GSK- . . .
'429286A Inhibidor de quinasas asociadas a Rho -97.74 | -99.72 | -99.33 | -95.77 | -99.65
’;ﬁ'gl"érf‘i'(‘;i' Estimulante de acidos grasos Omega 3 | -95.30 | -90.60 | -99.61 | -97.69 | -94.67
Doxiciclina | "fibidor de la subunidad 30S delribo- | g3 05 | 9282 | -99.01 | -98.84 | -00.93

soma bacteriano

T3.5. En la tabla se muestran los 7 farmacos, identificados mediante el CMap, con un “score” entre -90 y
-100, comunes a los cinco estudios (A: Mattei et al (244), B: Gandal et al (245), C: Das et al (243), D:
Fromer et al (246), E: Sabunciyan ef al (247). Aparecen resaltadas las dos ultimas filas, con el acido alfa-
linolénico y la doxiciclina, dos farmacos con mecanismos de accion analogos a los acidos omega-3 y la
minociclina, respectivamente.
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Resultados

De nuevo, se quiso corroborar qué farmacos presentaban un perfil comuin reversor
en los cinco estudios al mismo tiempo, para lo que se seleccionaron aquellos compues-
tos con un “score” comprendido entre -90 y -100 en todos los analisis. La comparativa
mostré 7 farmacos comunes a los cinco estudios, entre los que se encontraban, de
nuevo, la doxiciclina y el acido-alfa-linolénico (Tabla 3.5.). Ademas, en el Anexo S se

muestra el listado completo con los resultados de los nuevos analisis.
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4-

DISCUSION

Los resultados expuestos hasta el momento nos muestran, a varios niveles, el pro-
bable efecto beneficioso de varios farmacos antiinflamatorios y antioxidantes emplea-
dos como estrategias terapéuticas en un modelo animal asociado a esquizofrenia, asi
como la importancia de la prevencion y la eleccion de las ventanas de tratamiento en
patologias con una progresiéon crénica, como es el caso de los trastornos del neurode-
sarrollo. En esta Discusion se pretende demostrar esta aseveracion, justificando para
ello los resultados previamente descritos. No obstante, el objetivo de esta Tesis esta
probablemente mas relacionado con lo exploratorio que con lo mecanistico. Por tanto,
en primer lugar se enmarcaran los resultados obtenidos dentro de lo previamente ob-
servado, tanto en modelos preclinicos como en el trastorno humano, sin hacer mas hin-
capié del necesario en su mecanismo molecular, al no ser éste el fin principal de nuestro
estudio. Finalmente, en base a nuestros resultados, ofrecemos una perspectiva mas glo-
bal que encuadre nuestros resultados en un marco de debate mas amplio dentro del
panorama actual del campo, buscando la contribucion que esta Tesis Doctoral persigue:
su aportacion en la busqueda de estrategias terapéuticas frente a la aparicién de la es-

quizofrenia.

1. Sobre el efecto de la N-acetilcisteina, los acidos grasos omega-3 y la minociclina
en la periadolescencia

1.1. Comportamiento: inhibicion del prepulso

El reflejo de la respuesta de sobresalto y, por ende, la inhibicién del prepulso (PPI),
es considerada una medida operacional del proceso de inhibicion preatencional cuyo
déficit se ha correlacionado en numerosos estudios tanto en pacientes con esquizofrenia
como en modelos animales asociados a este trastorno (254,255). La PPI, de este modo,
puede reflejar la habilidad para regular la cantidad de informacién procesada al mismo
tiempo, siendo esto clave en el proceso de filtrado de informacion relevante e irrele-
vante. En ese sentido, el modelo MIS inducido por Poly I:C ha mostrado, en distintos
estudios, que es capaz de replicar este déficit presente en el trastorno humano, lo que
le convierte en una herramienta muy eficaz de cara a valorar estrategias terapéuticas
que tengan como objetivo la reversién o la prevencion de este déficit (222). En la linea
de lo ya descrito, nosotros también hemos observado estas alteraciones en animales
que fueron sometidos a esta prueba en el dia 70 de edad, es decir, a principios de la

edad adulta. Los déficits son especialmente notables en los prepulsos de 80y 86 dB, y
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no tan visibles en el de 74 dB, probablemente por el bajo porcentaje de inhibicién de los
animales sanos para este pulso. Es posible que, con una intensidad de sonido tan baja,
los animales no sean capaces de percibir el prepulso con la nitidez suficiente como para
inhibir la respuesta posterior de sobresalto. Con todo, los déficits en la respuesta al

sobresalto parecen quedar corroborados.

Los tratamientos con NAC, omega-3 y minociclina ejercieron un efecto desigual a
la hora de prevenir estas alteraciones. Mientras que la administracién de la NAC y los
omega-3 impidio la aparicién de estos déficits en la edad adulta, la MIN, aunque si logré
mejorar levemente la respuesta al sobresalto, no consiguié prevenir completamente esta
deficiencia. La NAC previno de manera contundente los déficits en PPl de los animales
MIS, consiguiendo mantener los niveles de inhibiciéon de los animales sanos y llegando
incluso a superarlos en el caso del prepulso mas leve. El tratamiento con NAC ya habia
mostrado ser eficaz revirtiendo estas alteraciones conductuales en distintos modelos
asociados a esquizofrenia (144,146,147), e incluso previniéndolas en un modelo de le-
sidn en hipocampo ventral en rata (149). Se ha hipotetizado que la respuesta de PPl esta
mediada, entre otros componentes, por proyecciones que parten de la corteza prefrontal
(256), una estructura cerebral que en varios modelos asociados a esquizofrenia ha evi-
denciado la presencia de alteraciones a nivel de las interneuronas. La NAC, a su vez,
seria capaz no sélo de revertir, sino de prevenir el dafio de estas células (149,152), lo
que probablemente podria explicar el porqué de la efectividad de este farmaco a estos
niveles. También se ha indicado que la NAC podria ejercer un efecto beneficioso sobre
las fibras que parten de la corteza prefrontal, reduciendo la hipermielinizacién en un
modelo en ratas Wistar generado por la administraciéon de apomorfina (257). En nuestro
estudio, la NAC es capaz de prevenir algunas de las alteraciones corticales de los niveles
de marcadores de inflamacién y el estrés oxidativo, lo que podria ser indicativo de cierto

efecto neuroprotector a nivel de la corteza prefrontal.

Los omega-3 también logran evitar la aparicién de déficits en la PPl en los animales
MIS, aunque quizas sin llegar a los niveles de normalizacién alcanzados por la NAC. En
cualquier caso, el efecto preventivo es perfectamente observable, en especial para los
dos prepulsos de mayor intensidad. Al igual que con la NAC, este efecto era el hipoteti-
zado y el previsible, teniendo en cuenta los efectos de los omega-3 en otros modelos
asociados a esquizofrenia (180). Ademas, son varios los estudios que han mostrado la
eficacia de los PUFAs regulando los niveles de dopamina en vias nerviosas asociadas con
la esquizofrenia, como la mesolimbica, con la corteza prefrontal de nuevo implicada
(258). No obstante, en este caso, aunque existe una mejora parcial de los niveles infla-
matorios y del estrés oxidativo a nivel cortical debido a los omega-3, especialmente via
iNOS, los cambios no parecen ser tan sustanciosos como para justificar una mejora tan

evidente de los déficits asociados a la respuesta al sobresalto. Aunque desconocemos
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los mecanismos exactos detras de este efecto preventivo, cabe hipotetizar un posible
efecto regulador a nivel de neurotransmisién dopaminérgica en vias como la mesolim-

bica, muy asociadas a este déficit.

La minociclina, por otra parte, no logré prevenir los déficits ligados a la respuesta
de sobresalto al mismo nivel que la NAC y los omega-3, si bien si mejor6 ligeramente
los déficits de los animales MIS en esta prueba. Los resultados son cuanto menos sor-
prendentes, especialmente teniendo en cuenta el efecto neuroprotector que parece ha-
ber ejercido la minociclina a nivel de la corteza prefrontal, observable en los buenos
resultados del analisis de regiones de interés en esta regién. Ademas, estudios previos
ya habian demostrado una reversion de los déficits en PPl en el modelo MIS (244,259).
Curiosamente, el Unico estudio en el que se testo el efecto preventivo de este farmaco
en un modelo de doble impacto asociado a esquizofrenia mostré una mejoria en esta
prueba, pero sélo en aquellos animales expuestos a los dos estimulos (MIS + estrés). En
aquellos que sélo recibieron el primer estimulo (MIS) tampoco se evidencié un efecto
preventivo en la PPl (126). Teniendo en cuenta los efectos diferenciales de la minociclina
en la PPl en funcién de cuando ha sido administrado, asi como su mecanismo principal
de accién, esto nos podria estar hablando de un grado de activacién diferencial de la
microglia a lo largo de la enfermedad y, por tanto, de la inflamacion, en el modelo MIS
a lo largo del desarrollo de todo el espectro sintomatico, del mismo modo que, se ha
hipotetizado, ocurre en el trastorno humano (260,261). En cualquier caso, una explica-
cién mas tangible a nuestros resultados y las diferencias con otros estudios podia ela-
borarse simplemente por las grandes distinciones metodoldgicas entre unos y otros, con
variaciones en las especies y los modelos usados, asi como en las dosis y ventanas de

administracion.

1.2. Imagen por resonancia magnética: regiones de interés y VBM

La esquizofrenia estd asociada a numerosas alteraciones tanto morfolégicas como
funcionales en distintas areas cerebrales, entre las que se encuentran las analizadas en
el estudio de regiones de interés. Se ha descrito que varias regiones corticales, espe-
cialmente la corteza prefrontal, el hipocampo, el cerebelo y el cerebro completo presen-
tan un volumen inferior en este trastorno en comparacién con individuos sanos (262-
265), lo que estaria ligado a la aparicién de muchos de sus sintomas. Del mismo modo,
también se ha descrito un aumento del volumen del sistema ventricular en esquizofrenia
(266). En el modelo MIS, ya se han descrito varias de estas anomalias neuroanatémicas
(58,240). En nuestro analisis de regiones de interés, observamos las tendencias espera-
das en los animales MIS: aumento del tamafio de los ventriculos, asi como una dismi-

nucién parcial y limitada del volumen cerebral, cortical, cortical frontal, hipocampal y
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cerebelar. No obstante, la magnitud de los cambios fue menor de lo esperado, especial-
mente a tenor de lo visto en estudios previos.(267) Sorprendentemente, ninguno de los
tratamientos logré revertir este aumento de tamafio del sistema ventricular. No obs-
tante, en los analisis de morfometria cerebral por VBM pudimos analizar de manera mas
precisa el aumento ventricular en los animales MIS, sefialando un incremento mas sig-
nificativo a nivel del tercer ventriculo. En este andlisis, los tres tratamientos, especial-
mente la NAC, si fueron capaces de revertir este déficit. En el caso de la minociclina y el
omega-3, el efecto neuroprotector a nivel ventricular ya habia sido descrito (268,269)
pero, al menos bajo nuestro conocimiento, es la primera vez que se describe este efecto
para la NAC, y la primera también, en este caso para los tres tratamientos, que se realiza

siguiendo un enfoque preventivo.

La disminucion del tamafio del hipocampo es también uno de los déficits mas se-
falados en la neuroanatomia de la esquizofrenia. Su alteracién se ha sefalado como una
de las posibles causas de la aparicidn de la sintomatologia cognitiva del trastorno (270).
Los analisis de ROIs que se realizaron en esta Tesis indican una tendencia similar, con
una reduccién del volumen hipocampal en los animales MIS, ya descrita en estudios
previos (58). En este caso, los omega-3 si logran prevenir esta disminucion en estos
animales. Un estudio anterior ya habia demostrado que el omega-3 podia revertir la
pérdida de volumen del hipocampo aunque, en este caso, en ratones de edad avanzada,
tras un tratamiento mas prolongado que el nuestro (8 semanas) (271). El efecto neuro-
protector sobre este drea podria ser debido a una induccién, por parte del omega-3, de
la neurogénesis y la arborizacién dendritica, asi como a una reduccién local de la apop-
tosis, lo que conduciria a un aumento del volumen neuronal, efectos ya descritos en
otros estudios (272,273). Por otra parte, ni la NAC ni la minociclina lograron prevenir
este déficit en el hipocampo y, lo que es mas, en el andlisis de VBM mostraron un efecto
reductor en regiones pequefias y muy localizadas en el hipocampo. Este efecto se pro-
duce en contra de lo esperado, especialmente teniendo en cuenta los beneficios a nivel
hipocampal que se han descrito tanto para NAC como para minociclina en distintos mo-
delos animales (274,275). Aunque no se habia descrito previamente cémo afecta la mi-
nociclina al volumen del hipocampo, lo cierto es que si existen estudios clinicos que
muestran efectos contradictorios de la minociclina en la funcion cognitiva relacionada
con el hipocampo. Por un lado, algunos ensayos clinicos realizados, tanto en esquizo-
frenia temprana como crénica, han mostrado mejorias en los déficits cognitivos relacio-
nados con la memoria (203,204). Por otro, un estudio realizado con 20 personas sanas
a las que se administré minociclina reporté un empeoramiento de la memoria, aunque
mas relacionada con déficits en el estriado que en el hipocampo (276). En cualquier caso,
los cambios que mostramos no parecen ser lo suficientemente importantes como para

que podamos hipotetizar posibles consecuencias relacionadas a nivel cognitivo.
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A nivel cerebelar, son varios los estudios que han mostrado una reduccién global
o localizada de esta estructura en diferentes etapas de la esquizofrenia (277). De hecho,
estudios recientes indican que una buena parte de la sintomatologia tanto positiva como
cognitiva podria estar relacionada con alteraciones en el circuito cerebral que conecta la
corteza prefrontal, el talamo y el cerebelo (278,279). A su vez, las anomalias en el ce-
rebelo se han asociado con trastornos en el procesamiento auditivo (280), lo que podria
estar relacionado con los déficits en la respuesta al sobresalto tras la presentacion de
un estimulo sonoro. En nuestro estudio, el analisis de ROIs deja entrever una leve re-
duccién de volumen en este area en los animales MIS, pero no significativo. Los respec-
tivos tratamientos, de igual manera, parecen prevenir esta leve disminucién de volumen
aunque, de nuevo, no significativamente. No obstante, en el analisis de VBM los tres
tratamientos si muestran ser efectivos aumentando el tamano en regiones locales de
esta estructura. Es especialmente notable este efecto en las regiones mas corticales del
cerebelo, donde ademas también podemos observar un aumento de la densidad de sus-
tancia blanca en las mismas regiones, una alteracién que, recordemos, seria especifica-
mente responsable de parte de las alteraciones cognitivas en el trastorno humano. Es
significativo también el hecho de que sea la NAC el fAirmaco responsable de los cambios
mas notables, especialmente teniendo en cuenta que también es el farmaco que parece
haber ofrecido un mejor rendimiento previniendo los déficits cognitivos asociados a la
PPl. Dada la probable relacion entre las anomalias cerebelares y el procesamiento audi-

tivo, estos resultados irian en la linea de lo previamente hipotetizado.

A nivel cortical, se ha evidenciado en numerosos estudios la pérdida de volumen
y de sustancia gris, especialmente en regiones como la corteza prefrontal, estando esta
disminucion relacionada con la apariciéon y la gravedad de varios de los sintomas del
trastorno. Este déficit ya habia sido demostrado en el modelo MIS previamente (58). De
nuevo, en nuestro estudio podemos corroborar, mediante el analisis de ROls, esta dis-
minucion, tanto en la corteza completa como en la corteza prefrontal. Los tratamientos
con los tres farmacos parecen prevenir estos déficits, aunque esa tendencia soélo se tra-
duce en una significacién estadistica real en la prevencion de la disminucion del tamafo
de la corteza prefrontal en los animales MIS tratados con minociclina. Aunque este re-
sultado es esperado, por el potencial neuroprotector del antibiético, es sorprendente
que no veamos una respuesta terapéutica igual o incluso superior en el tratamiento con
NAC y con omega-3, especialmente teniendo en cuenta que estos dos farmacos parecen
prevenir en mayor medida los déficits conductuales asociados a la respuesta al sobre-
salto, mediados en gran parte por la corteza prefrontal. Quizas esto nos sugiera una
mayor implicacion de regiones no corticales en la regulacién de este comportamiento,
haciendo especial hincapié en el talamo y, sobre todo, el cerebelo, regiéon que, como ya
hemos descrito, presenta una mayor densidad de sustancia gris en los animales tratados

con los otros dos farmacos. Ademas, en el andlisis de VBM se observa una reduccién
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leve a nivel talamico a causa del tratamiento con minociclina, lo que quizas, en cierto
modo, pueda estar contrarrestando el efecto beneficioso a nivel cortical. Ademas, en el
analisis de la sustancia gris realizado por VBM encontramos una aparente pérdida de
volumen cortical bilateral a nivel de la corteza orbitofrontal (OFC) en los animales MIS
tratados con omega-3. Aunque, aparentemente, esperamos encontrar un resultado
opuesto a nivel cortical, lo cierto es que existe cierta controversia acerca de las varia-
ciones en esta estructura en pacientes con esquizofrenia. De hecho, estudios previos
han mostrado tanto una reduccién (281) como un aumento (282) en el tamafio de esta

estructura en pacientes con primer episodio psicético.

El analisis de VBM de la sustancia gris nos mostré asimismo un interesante au-
mento en areas del hipotdlamo de los animales MIS como resultado del tratamiento con
NAC. El hipotalamo, como componente del eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), esta
encargado de mediar la respuesta biolégica al estrés y, por tanto, debido a la importan-
cia de este factor ambiental dentro de la etiopatogenia de la esquizofrenia, se ha hipo-
tetizado una posible alteracién del funcionamiento de este eje como parte de los déficits
asociados al trastorno (283). No obstante, aunque la implicacién del hipotdlamo en la
patologia parece demostrada, no existe un gran consenso acerca de cémo estas altera-
ciones afectan al tamano de la estructura. Algunos estudios hablan de un aumento del
tamano de esta estructura en pacientes con esquizofrenia, quizas debido al uso crénico
de farmacologia antipsicética (284). Otros, en cambio, muestran una reduccién volumé-
trica (285) y alguno incluso indica que no hay cambios en su tamano (286). En nuestro
estudio, mas alla del efecto de la NAC en la sustancia gris de esta region, encontramos
también un aumento de la sustancia blanca en los animales MIS, que es prevenida por
los tres tratamientos. Tanto en el trastorno humano como en modelos animales asocia-
dos se ha reportado una degeneracion y una pérdida localizada de sustancia blanca,
principalmente relacionada con una atrofia de las fibras en regiones frontales y tempo-
rales y en el cuerpo calloso (287). No obstante, no hay apenas estudios que nos mues-
tren el estado de las fibras que parten o llegan al hipotalamo. En un estudio de pacientes
con depresion y psicosis, se mostré una disminucién de la conectividad funcional de
esta estructura, lo que podria estar indicando indirectamente una atrofia de las fibras
neuronales locales (288). Varios estudios han mostrado el efecto protector de los tres
farmacos en los axones neuronales (289-291), favoreciendo la mielinizacién y el man-
tenimiento de las fibras neuronales. Por tanto, su efecto disruptivo sobre las mismas
resulta cuanto menos sorprendente. En cualquier caso, es probable que este supuesto
efecto deletéreo no sea tal y simplemente nos esté indicando una reorganizacion de las
fibras como resultado de un aumento de los somas neuronales y la sustancia gris en las
mismas areas, producido también por los tres tratamientos. Esta hipodtesis se basa en
los cambios parciales en la sustancia gris hipotalamica ya descritos para la NAC y, aun-
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que no son visibles en los resultados mostrados para omega-3 y minociclina, si apare-
cen, en el mismo sentido que la NAC, si imponemos un umbral estadistico mas laxo en

sus respectivas comparativas.

1.3. Imagen por tomografia de emision de positrones: metabolismo de glucosa y ac-
tividad cerebral

Los estudios con imagen PET en pacientes con esquizofrenia nos han mostrado
disfunciones tanto a nivel cortical como subcortical, con reducciones en el metabolismo
de glucosa a nivel global y a nivel local (292). En este modelo, nuestro grupo habia
mostrado previamente diferencias en la actividad cerebral ligados al modelo MIS, con
cambios a nivel cortical e hipocampal (240). Contra prondstico, en este estudio no fui-
mos capaces de identificar ningin efecto del MIS a nivel de metabolismo de glucosa
cerebral. Un umbral estadistico menos restrictivo si nos muestra una alteracién de la
actividad cerebral en las regiones cerebelares que ya mostramos alteradas en los estu-
dios morfométricos ya discutidos, lo que refuerza la idea de una posible alteracion en
esta estructura como punto clave para los déficits conductuales encontrados. Lo que
parece evidente es que, en nuestro caso, las diferencias morfolégicas que observamos
no parecen estar correlacionadas, salvo quizas en el caso del cerebelo, con perturbacio-
nes de la actividad cerebral. A su vez, los tratamientos preventivos tampoco provocaron
cambios de una magnitud importante. Quizas el mas resefable es el efecto de la mino-
ciclina sobre el metabolismo de glucosa en el cerebelo. La administracién del antibiético
en los animales MIS parece producir una disminucién de la actividad cerebral en regiones
amplias de esta estructura. El mismo resultado fue el que se encontré tras la adminis-
tracion del antipsicético risperidona en un tratamiento preventivo en el mismo modelo
(240). Ademas, otro estudio previo ha sugerido una probable sobreactivacion de ciertas
regiones cerebelares en pacientes con esquizofrenia que estarian ligadas con un inco-
rrecto procesamiento cognitivo, asi como con parte de la sintomatologia positiva propia
de este trastorno (293). Mas alla de esta modificacion, no encontramos muchos cambios
a gran escala en respuesta a los tratamientos. La NAC no modificé la actividad cerebral
en los animales MIS, aunque si indujo un aumento del metabolismo cerebral en peque-
fias regiones corticales frontales y del bulbo olfatorio en los animales sanos. El omega-
3, por su parte, tampoco mostré ser capaz de modificar la actividad cerebral, mas alla
de una leve reduccién metabdlica, en los animales MIS, a nivel del nicleo mesencefalico
profundo (DMN), una estructura que posibilita la conexién entre los ganglios basales de
ambos hemisferios. En cualquier caso, tanto la NAC como el omega-3 no provocé cam-
bios a una escala lo suficientemente importante como para poder determinar un posible
efecto beneficioso en el metabolismo cerebral. Aunque hasta la fecha ningln estudio

habia examinado el efecto de ambos farmacos en el metabolismo de glucosa en este
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modelo animal, su efecto modulador de la actividad cerebral si habia sido descrito en
otros modelos, e incluso en clinica (294-296). No obstante, las diferencias metodolégi-
cas entre esos estudios -uno es en clinica, con pacientes de esclerosis multiple y, los
otros dos, preclinico en modelos animales diferentes al presentado aqui son lo sufi-
cientemente grandes como para poder realizar comparaciones precisas. En cualquier
caso, si se puede hipotetizar que una administracion mas prolongada podria ser la res-
ponsable de la diferencia entre nuestro estudio y los referenciados. Por su parte, la mi-
nociclina probablemente se ha mostrado mas eficaz modulando el metabolismo de glu-
cosa cerebral por ejercer la mayoria de sus efectos a través de su interaccién con la
microglia, un tipo celular con un papel clave en el metabolismo de la glucosa cerebral
(297,298).

1.4. Inflamacion y estrés oxidativo

El modelo MIS se ha asociado en numerosos estudios con un aumento tanto de
marcadores proinflamatorios como de estrés oxidativo (222). En este estudio, hemos
sido capaces de replicar varios de estos parametros, principalmente a nivel de la corteza
prefrontal, la amigdala y el caudado-putamen, con unos resultados algo mas inconsis-
tentes a nivel de hipocampo. Los animales MIS muestran un aumento importante de iNOS
en todas las estructuras, aunque menos notable en el hipocampo. El incremento de iNOS,
por lo general, parece estar mediado por la activacidon de la via de NF-kB, una ruta que
se activa en las ratas gestantes tras la administracién del Poly I:C y su unién a los re-
ceptores TLR3, y que parece estar sobreactivada también en un escenario proinflama-
torio causado por el aumento de citoquinas, como es el caso del acontecido a nivel ute-
rino en la generacidon del modelo. Presumiblemente, estos cambios, probablemente me-
diados por la relacion microglia-neuronas durante el neurodesarrollo (299), perduran
en el tiempo y son los responsables de los desequilibrios en I0S que se observan en el
modelo a largo plazo. Un resumen de las vias relacionadas con estrés oxidativo e infla-
macién se puede ver en la Figura 4.1. El incremento de iNOS se previno con todos los
tratamientos, siendo especialmente visible este efecto beneficioso en la corteza pre-
frontal, quizas debido a que los niveles basales de estrés oxidativo e inflamacién en esta
region son mayores en estos animales, lo que potenciaria el efecto de farmacos inhe-
rentemente antiinflamatorios y antioxidantes. Este efecto preventivo es especialmente
relevante, teniendo en cuenta que iNOS es uno de los principales biomarcadores proin-
flamatorios que se encuentran incrementados en pacientes con esquizofrenia en dife-
rentes etapas del trastorno (300). Curiosamente, COX-2, una molécula proinflamatoria
que se activa en condiciones y con mecanismos similares a iNOS, no mostré diferencias
entre los animales sanos y los MIS. Es posible que otras rutas diferentes de la de NF-«kB

sean la causa de estos resultados. Algunos estudios han demostrado una correlacién
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inversa entre los niveles de SOD y COX-2, con una posible inhibicién de la transcripcién
de COX2 tras el aumento de la actividad de SOD (301). En este estudio, esto es espe-
cialmente visible en la amigdala, Unica estructura en la que COX2 esta aumentada en los
animales MIS, coincidiendo a su vez con una disminucion de SOD en los mismos anima-
les. La MDA, otra molécula proinflamatoria relacionada con la activacion de iNOS y COX-
2, no present6 grandes diferencias en los animales MIS, salvo en la corteza prefrontal,
donde su concentracién practicamente duplicé a la de los animales sanos. Los tres tra-
tamientos lograron una muy ligera prevencién de este incremento, pero sin llegar a al-
canzar los valores de los animales control. Ademas, el aumento de MDA centrado en
areas corticales es coherente con la mayor susceptibilidad que presentan ciertos sub-
grupos neuronales locales a un aumento sostenido de la inflamacidn, siendo especial-

mente sensibles en comparacion con otras areas subcorticales.

A nivel de estrés oxidativo, examinamos diferentes componentes de la defensa
antioxidante, como son HO1 y NQO1, asi como varias de las moléculas reguladoras de
la sintesis de estos dos compuestos, KEAP1 y NRF2. En contra de lo esperado, no hubo
apenas diferencias en la concentracion de HO1 y NQOT1 en los animales MIS, a excepcién
de la corteza prefrontal, donde estos animales si presentaron una disminucién de ambas
proteinas, asociadas con un empeoramiento de la defensa antioxidante. De nuevo, se
pone de manifiesto la mayor susceptibilidad de esta estructura a perturbaciones en 10S.
Curiosamente, los animales MIS, y no los control, tratados con los diferentes farmacos
mostraron, por lo general, un aumento de ambas proteinas que superé incluso los ni-
veles basales de los animales sanos. Es posible que, en un contexto proinflamatorio y
prooxidante, como es el que presentan los animales MIS, la administracion de compues-
tos con un alto potencial antioxidante o antiinflamatorio, logre activar rutas asociadas a
I0S que, en condiciones normales, no se muestran tan sensibles a cambios. Es llamativo
a su vez el incremento de KEAP1 que presentan los animales MIS en comparacion con el
resto. En principio, este resultado es coherente con lo esperado, ya que una mayor con-
centracion de esta molécula en el citoplasma nos esta indicando una menor transloca-
cion al nacleo de NRF2 vy, por tanto, una menor transcripcion de HO1 y NQOT. No obs-
tante, estos resultados no van de la mano con los mostrados antes: el incremento de
KEAP1 en los animales MIS no estd ligado en nuestro caso a una disminuciéon de HO1 y
NQO1. Es dificil saber con certeza cual es la causa de estos resultados, aunque es posible
que se deba a que, aunque KEAP1 se acumule en el citoplasma y HOT y NQOT no se
estén, por tanto, sintetizando de novo, si exista un nivel basal de ambas moléculas por
debajo del cual no se pueda bajar. Ademas, aunque NRF2 y KEAP1 son dos de los com-
ponentes principales implicados en la sintesis de HO1 y NQO1, no son los Unicos. Varios
estudios han mostrado la implicacion de otras moléculas en la sintesis de ambas pro-
teinas (302), lo que explicaria tanto estos resultados como los observados en NRF2,

donde no vemos apenas diferencias en ningun sentido.
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Figura 4.1.
Marcadores de inflamacion y estrés oxidativo tras la administracion del Poly I:C
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Fig. 4.1. Esquema con las vias celulares prooxidantes y antioxidantes influenciadas por la administracion
del Poly I:C. Las flechas rojas muestran procesos ligados a compuestos proinflamatorios y prooxidantes,
mientras que las verdes indican procesos ligados a mediadores antiinflamatorios y antioxidantesTras el
reconocimiento del acido Poly I:C por los receptores TLR3 endosomales, NFkB se transloca al nucleo,
induciendo la transcripcion de mediadores oxidonitrosativos, como iNOS y COX2, que favorecen el incre-
mento de ROS. Como resultado del dafio oxidativo, se incrementan los productos de la peroxidacion lipi-
dica, como el MDA. Ademas, el aumento del estrés oxidativo lleva a la oxidacion de KEAP1, que se separa
de NRF2, que es fosforilado y se transloca al nucleo, uniéndose a factores de transcripcion relacionados
con elementos de la respuesta antioxidante (ARE), lo que induce la sintesis de elementos de respuesta
antioxidante, como NQO1, HO1, SOD, CAT y GPx, entre otros. Estos mediadores transforman los radica-
les libres en productos moleculares no nocivos para la célula, ayudando a mantener el equilibrio homeos-
tatico.
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2. Sobre el efecto de 1a N-acetilcisteina en la gestacion
2.1. Comportamiento: inhibicion del prepulso, memoria de trabajo y ansiedad

A nivel conductual, en el Estudio Il evaluamos, ademas de la respuesta al sobre-
salto, la memoria de trabajo y la ansiedad, dos déficits de relativamente facil medicion
en modelos animales y cuya asociacién a varios de los dominios sintomaticos en pa-
cientes con esquizofrenia ha sido probada (303,304). En el caso de la prueba de PPI,
corroboramos lo previamente observado en los animales MIS, que mostraron un déficit
notable para inhibir el sobresalto, especialmente para los dos prepulsos de mayor in-
tensidad. Ademas, el tratamiento en la gestacion logro prevenir las alteraciones en estos
animales, aunque con matices: si bien el tratamiento con NAC prolongado durante toda
la gestacion previno absolutamente los déficits, el tratamiento durante siete dias no fue
suficiente para lograr una respuesta tan beneficiosa, alcanzando Unicamente valores si-
milares a los de los controles sanos en el prepulso de mayor intensidad. No obstante, el
tratamiento completo de 21 dias si parece ser mas efectivo que el mostrado en el Estudio
I. Probablemente, aunque la ventana temporal empleada en el Estudio Il otorga un mayor
potencial al tratamiento utilizado, quizas siete dias de administracién no sean suficien-
tes para compensar alguno de los déficits ocasionados por la administracién del Poly I:C

en comparacién con un tratamiento mas tardio, pero mas prolongado en el tiempo.

Para evaluar los posibles déficits de memoria en el modelo MIS, utilizamos el la-
berinto en T. La alternancia entre brazo izquierdo y derecho en ensayos sucesivos se ha
relacionado con un estado funcional normal de la memoria de trabajo (305). En nuestro
modelo, no obstante, no hemos observado diferencias en el nimero de alternancias en
el laberinto entre los animales sanos y los animales MIS ni tampoco debido a los trata-
mientos. Mas alld de la inesperada inefectividad de la NAC, en base a la bibliografia,
regulando procesos cognitivos relacionados con memoria (306,307), es aun mas sor-
prendente que no encontremos diferencias a causa del Poly I:C en primer lugar. Son
varios los estudios que han mostrado déficits en la memoria de animales de este modelo
(308-311) vy, algunos de ellos, incluso evaludndolos con el mismo método, cuantificando
las alternancias en el laberinto en T (308). Teniendo en cuenta que este déficit parece
probado en el modelo, consideramos que la causa mas probable que explique esta ca-
rencia de diferencias esté mas relacionada con lo metodoldgico: en aquellos estudios
que han utilizado el laberinto en T y las alternancias como método de analisis indirecto
de la memoria de trabajo, el ensayo se dividiéo en dos dias diferentes en los que los
animales fueron expuestos al laberinto un minimo de 15 veces. En nuestro caso, la
prueba fue realizada en un solo dia con tan solo 5 ensayos. Es posible que en este mo-
delo, en el que el dafo cerebral no es tan claro como en otros modelos especificos para
estas alteraciones, un protocolo tan corto no sea suficiente para evidenciar las diferen-

cias existentes en los animales MIS.
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Por ultimo, evaluamos los niveles de ansiedad en los animales MIS mediante la
prueba del laberinto en cruz elevado. La mayor permanencia en brazos abiertos en com-
paracién con la permanencia en brazos cerrados esta relacionada con bajos niveles de
ansiedad, y viceversa. En el modelo MIS estudios previos ya han mostrado un incremento
de la ansiedad en animales expuestos a Poly I:C (312), algo que se corrobora en este
estudio, con una disminuciéon contundente del tiempo en brazos abiertos por parte de
los animales MIS y un aumento en los cerrados. Ademas, y lo que es mdas importante, el
tratamiento con NAC en la gestacion, tanto durante 7 dias como durante 21, logra pre-
venir rotundamente estos déficits. En este caso, no parece que, como en el caso del PPI,
una reduccion del tiempo de administracién haya podido impedir el efecto beneficioso
de la NAC. Un aumento inflamatorio diferencial entre las regiones cerebrales relaciona-
das con la respuesta al sobresalto y las implicadas en ansiedad podria estar detras de
estos contrastes. Varios estudios, tanto clinicos como preclinicos, han mostrado el
efecto beneficioso de la NAC paliando sintomatologia asociada a la ansiedad (313-315),
pero éste es el primero que logra prevenirlos con una estrategia terapéutica tan tem-

prana.

2.2. Imagen por resonancia magnética
2.2.1. Regiones de interés y VBM

El analisis de regiones de interés corrobor6 a grandes rasgos los resultados ob-
servados en los animales MIS en el Estudio . Ademas, en este estudio examinamos tam-
bién el cuerpo calloso, una estructura de la sustancia blanca que conecta ambos hemis-
ferios y cuya alteracidon se ha observado asimismo en pacientes con esquizofrenia en
diversas etapas (316,317), con la intencidon de caracterizar su estructura en este modelo,
tanto con estos analisis como con imagen por difusion. Los resultados de ROIs muestran
la reduccién del volumen del cuerpo calloso en los animales MIS, del mismo modo que
lo observado en el trastorno humano. Ademas, en nuestro estudio ambos tratamientos
fueron igualmente eficaces a la hora de prevenir este déficit. En el andlisis de la sustancia
blanca mediante VBM, estos resultados fueron parcialmente corroborados, con aumen-
tos de la densidad de fibras en zonas locales de esta regién tras la administracion de
ambos tratamientos en los animales MIS. No obstante, esos aumentos de densidad en
areas concretas del cuerpo calloso fueron parcialmente contrarrestados por reducciones
muy localizadas en otras zonas de la misma estructura. Lo que parece claro es que, en
el computo global, mas alla de las divergencias presentes en esta estructura, existe una
reducciéon del tamafio del cuerpo calloso que ambos tratamientos con NAC logran pre-
venir. Este resultado no es del todo sorprendente, ya que varios estudios habian mos-
trado hasta ahora el efecto neuroprotector de la NAC sobre las fibras neuronales, siendo
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capaz de revertir eventos desmielinizantes en distintas areas cerebrales (290,318). No
obstante, hasta la fecha es el primer estudio que muestra un efecto preventivo de la NAC

sobre esta estructura cerebral.

Ademas, en el analisis de ROls ambos tratamientos con NAC lograron prevenir los
déficits observados en los animales MIS en el hipocampo y los ventriculos. Este resultado
es especialmente llamativo si lo comparamos con el mismo tratamiento durante la pe-
riadolescencia, en el que la NAC apenas fue capaz de prevenir la reduccién del volumen
hipocampal. En este caso, tanto el tratamiento durante 7 dias como el de 21 logran que
los animales MIS tratados muestren un volumen en esta estructura similar al de los ani-
males sanos. En esta ocasidn, la divergencia de resultados si podria explicarse total-
mente por la ventana elegida, siendo bastante probable que la NAC, tras una adminis-
traciéon mas temprana, sea capaz de evitar la aparicion de un ambiente proinflamatorio
y prooxidante que genere un dafio a largo plazo en esta estructura. El déficit en esta
region podria estar asociado a su vez con las alteraciones cognitivas a nivel de memoria
que, aunque nosotros no hemos reportado, otros estudios si han evidenciado. Por otra
parte, el efecto beneficioso de la NAC sobre los ventriculos ya se habia mostrado de
manera leve en el estudio en la periadolescencia, especialmente a nivel del tercer ven-
triculo. En la administracion durante la gestacién, este efecto es también observable,
tanto en el andlisis de ROIs como, sobre todo, en el analisis de liquido cefalorraquideo
por VBM. Este Ultimo nos muestra un efecto preventivo masivo en todo el sistema ven-
tricular por parte de ambos tratamientos. Aunque esperado, por el efecto neuroprotector
ya demostrado de la NAC, no deja de resultar sorprendente una diferencia de eficacia

tan inmensa simplemente variando la ventana de tratamiento.

En cualquier caso, el potencial modulador de la NAC en la gestacién no se cifie
estrictamente al sistema ventricular. Observando el resto de resultados de VBM, a nivel
de sustancia gris y de sustancia blanca, es facilmente visible que, tanto en el tratamiento
de 7 dias como en el de 21, los cambios morfométricos en el cerebro son considerable-
mente mas grandes que los causados por el mismo farmaco en la periadolescencia. Asi,
varios de los ya indicados en el Estudio | aparecen aqui, pero en una magnitud mucho
mayor. Ese es el caso del hipotalamo y el cerebelo, que en ambos casos presentan un
aumento de volumen en lo relativo a la sustancia gris y una reducciéon de sustancia
blanca, aunque en una escala mucho mayor que en el estudio anterior. Por lo general,
existe un aumento de la densidad de sustancia gris global y una disminucion de la blanca
a causa de la NAC, con leves excepciones, como las asociadas al cuerpo calloso antes
nombradas. En el caso de la sustancia gris, este aumento generalizado se podria consi-
derar como beneficioso, especialmente si lo comparamos con la disminucién global de

sustancia gris presente en el trastorno humano (319). A priori, no es posible determinar
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lo mismo en el caso de la sustancia blanca, ya que en pacientes con esquizofrenia tam-
bién se ha reportado una reduccion general de la sustancia blanca. No obstante, en este
caso consideramos que es probable que muchas de las modificaciones observadas en
estas regiones no son tanto una pérdida de sustancia blanca sino una mayor compacta-
cién de las fibras debido al aumento enorme de sustancia gris. Este resultado seria co-
rroborado a su vez por el analisis del cuerpo calloso mediante segmentacion manual ya
presentado. Por ultimo, ademas de los cambios comunes observados previamente en el
estudio en periadolescencia, podemos ver otras modificaciones, efecto de la NAC en la
gestacion, que pueden ser relevancia. Este es el caso del aumento de densidad de sus-
tancia gris en los animales MIS tratados con NAC a nivel de los coliculos inferior y su-
perior. Ambas estructuras se han ligado con la esquizofrenia y con varios de los déficits
cognitivos presentes en el trastorno. Su reduccion volumétrica y su disfuncion se han
relacionado con un incorrecto procesamiento sensorial que seria coherente a su vez con

los déficits en la respuesta al sobresalto (320).

2.2.2. DTI

En el analisis de imagen por difusidon examinamos distintos parametros que nos
mostrasen la estabilidad de las fibras neuronales en tres estructuras cerebrales: por un
lado, el cuerpo calloso, la regién de sustancia blanca de mayor tamano del cerebro y
cuya alteracion se ha asociado con distintos déficits en el trastorno humano. Por otro
lado, dos estructuras, la corteza prefrontal y el hipocampo, con una composicion ma-
yoritaria de sustancia gris, pero con una parte de sustancia blanca con una importancia
capital en este trastorno. Hasta la fecha, ningln estudio ha realizado un analisis de DTI
de estas tres regiones en este modelo animal, por lo que no nos es posible comparar en
lo respectivo a los resultados que determinen las diferencias fenotipicas entre animales
sanos y MIS. No obstante, si comparamos con lo observado en el trastorno humano, los
resultados no podrian ser mas inesperados. En el caso del cuerpo calloso, el consenso
es amplio en que existe una reducciéon de la fraccién de anisotropia en esta region, asi
como un aumento de la difusividad media (321-324). En nuestro caso, el resultado ob-
servado es precisamente el contrario: un aumento considerable de la FA en los animales
MIS, junto con una reduccién de la MD. Ademas, sorprendentemente, ambos tratamien-
tos con NAC, especialmente el que abarco la gestacion completa, previnieron estas al-
teraciones presentes el modelo MIS. Estos resultados, encontrados también a nivel de la
corteza prefrontal y en el hipocampo, aunque inesperados, pueden deberse a varios
factores. En el cuerpo calloso, los cambios a nivel volumétrico podrian estar jugando un
papel fundamental en la justificacién de estos resultados. Al mostrar los animales MIS

un menor tamafo de esta estructura, las probabilidades de que los voxeles selecciona-
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dos para medir la FA estén representando exclusivamente fibras propias del cuerpo ca-
lloso pueden reducirse. Ademas, algunos estudios han mostrado que en torno al 90% de
los véxeles de sustancia blanca muestran fibras cruzadas, lo que aumentaria conside-
rablemente la anisotropia y podria explicar los resultados que tenemos a nivel de cuerpo
calloso (322). La prevencién de ese déficit volumétrico por el tratamiento con NAC podria
estar, por tanto y a su vez, detras de los cambios en la FA. En el caso de la corteza
prefrontal y el hipocampo los resultados podrian tener una explicacion mas sencilla.
Ademas de la reduccion de volumen en ambas estructuras, especialmente notable en el
caso del hipocampo, la presencia de una mayor concentracién de sustancia gris en estas

regiones podria estar detrds del aumento de la FA tras el tratamiento con NAC.

Si los resultados fueron diferentes a lo esperado en el caso de la FA, lo mismo se
puede decir en el caso de la MD, con multiples estudios mostrando un incremento tanto
en el cuerpo calloso como en regiones subcorticales (325,326). En este estudio, los ani-
males MIS mostraron una leve disminucién de la MD que ambos tratamientos con NAC
logran prevenir, de una manera algo mas marcada para el tratamiento de 21 dias. Aun-
que a primera vista estos resultados pueden parecer contraintuitivos, un estudio relati-
vamente reciente report6é una disminucion de la MD en distintas regiones de sustancia
blanca en pacientes en etapas tempranas del trastorno (327). Aunque la imagen fue
adquirida en estos animales en una fase presumiblemente mas avanzada, con los déficits
mas arraigados, la posibilidad de una evolucién progresiva de la sustancia blanca que
desemboque en una inversién de ambos parametros, como de hecho ocurre en huma-
nos, nos permite hipotetizar un mecanismo similar en los animales MIS. Ademas, los
atipicos resultados de la FA, sumados a las variaciones en el tamafio de estas estructu-

ras, podria también explicar esta aparente contradiccion en estos parametros.

2.2.3. Espectroscopia por imagen de resonancia

La 'H MRS nos permitié identificar cinco metabolitos diferentes tanto en la corteza
prefrontal como en el hipocampo, entre los que se incluyen la suma de la glicerofosfo-
colina y la fosfocolina (GPC+PCh), el N-acetilaspartato (NAA+NAAG), la suma de gluta-
mato y glutamina (Glu+GlIn) y dos macromoléculas (MM09+Lip09 y MM20+Lip20). Aun-
que numerosos estudios han mostrado oscilaciones en la concentracion de estas molé-
culas en pacientes en diferentes fases del trastorno en humanos, en nuestro estudio no
logramos replicar practicamente ninguna de estas diferencias, lo que si corrobora par-
cialmente lo descrito previamente por Vernon et al., en cuyo estudio no se identificaron
diferencias en la concentracién de varios metabolitos en la corteza prefrontal de anima-

les MIS en un estudio longitudinal (328). La colina, un marcador indirecto de la densidad

108



celular y la estabilidad de las membranas neuronales, parece estar incrementado en re-
giones frontales del cerebro de pacientes en diferentes etapas en esquizofrenia
(329,330). La colina se expresa en una mayor proporcion en células gliales, por lo que
su aumento suele asociarse con un incremento de procesos neuroinflamatorios (331).
En cambio, en nuestros estudios no encontramos diferencias en este metabolito a nivel
cortical, con un muy leve incremento en los animales MIS en el hipocampo. Ademas, y
en contra de lo esperado, el tratamiento con NAC durante 21 dias parece incrementar la
concentraciéon de la colina en ambas estructuras. Una posible explicacidon para este re-
sultado es la accién inhibitoria de la NAC, tanto en corteza como en hipocampo, sobre
la acetilcolinesterasa, una enzima que posibilita la sintesis de acetilcolina utilizando,
entre otros precursores, la colina (253). Es probable que, tras una ausencia prolongada
de la enzima, la colina haya podido acumularse al estar bloqueada la ruta de sintesis de
ese neurotransmisor. A su vez, si esta hipétesis es cierta, también es l6gico deducir que
los niveles de acetilcolina podrian estar reducidos en ambas estructuras. Teniendo en
cuenta que el incremento de acetilcolina se ha asociado con varios sintomas negativos
y afectivos de la esquizofrenia (332), este resultado podria incluso considerarse como
positivo. En cualquier caso, ese aumento no puede estar relacionado de ninguna manera
con un incremento de la neuroinflamacién en ambas regiones, ya que el estudio de I10S,
del que hablaremos a continuacién, no sustentan esa hipotesis. Parece evidente ademas
que, ese, aparentemente, efecto deletéreo no ha implicado ningun déficit en estos ani-

males en vista del resto de resultados analizados.

El NAA es el metabolito mdas abundante en el sistema nervioso central en mamife-
ros y suele emplearse como un marcador de la integridad neuronal. Existe un amplio
consenso en que este metabolito se encuentra reducido en pacientes con esquizofrenia,
tanto en corteza como en hipocampo (333,334). En nuestro estudio, sin embargo, no
somos capaces de encontrar diferencias en el modelo MIS en comparacién con los ani-
males sanos. Los tratamientos con NAC, especialmente el de 21 dias, consiguen aumen-
tar la concentracion de metabolitos, tanto en los animales sanos como en los MIS, en el
caso de la corteza, y en un menor grado en los animales MIS, en el hipocampo. Un es-
tudio de 2017 (335) muestra oscilaciones en los niveles de NAA en funcion de si la region
analizada estd compuesta mayoritariamente por sustancia gris o sustancia blanca. Te-
niendo en cuenta las alteraciones que muestran los animales MIS en la proporcion de
sustancia gris/sustancia blanca, es posible que la carencia de diferencias entre estos
animales y los animales sanos pueda deberse a un equilibrio diferencial de ambas sus-
tancias en el voxel objeto de analisis. Por su parte, aunque en una menor escala, la NAC
si corroboré ese incremento del NAA ya mostrado en otro modelo animal de esquizo-
frenia (336).
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La concentracion de Glu+Gln en pacientes con esquizofrenia es oscilante. Si que
se han reportado alteraciones en los niveles de estas moléculas, pero no de una manera
consistente que nos permita hablar de un aumento o de una disminucién clara. Por el
momento, parece que su concentracion se incrementa en pacientes en una fase tem-
prana del trastorno o en aquellos no medicados, mientras que disminuye en la esquizo-
frenia cronica, lo que nos hablaria de una probable reducciéon progresiva de Glu+Gln a
lo largo del desarrollo del trastorno, probablemente debida al tratamiento con antipsi-
croticos (333,337,338). Esta indefinicién dificulté la prediccion de qué resultado mos-
trarian los animales MIS sin tratar, aunque basdndonos en la progresiéon en humanos, se
podria esperar una leve disminucion de Glu+GIn en ambas regiones, sin llegar a ser muy
pronunciado. En nuestros animales MIS, mas alla de una ligera reduccién en el hipo-
campo, no podemos hablar de diferencias fenotipicas entre animales sanos y MIS. A su
vez, los tratamientos con NAC tampoco mostraron eficacia modificando alguna de estas
tendencias, aunque si parece existir una leve reducciéon de la concentracién de ambos
metabolitos en la corteza de los animales MIS y, sobre todo, en el hipocampo de estos
animales. Contrariamente a estos resultados, el tratamiento de 21 dias parecié aumentar
ligeramente los niveles de Glu+Gln en los animales MIS. Hasta el momento, existen po-
cos estudios que hayan evaluado cémo afecta la N-acetilcisteina en los niveles de glu-
tamato, y ninguno usandolo como estrategia preventiva, pero lo visto hasta ahora en
clinica nos habla de una reduccién del glutamato tras la administracién de NAC en pa-
cientes con esquizofrenia (339), algo que en nuestro estudio sélo podemos corroborar

parcialmente y de manera muy leve.

Por ultimo, en el estudio de espectroscopia identificamos dos tipos de macromo-
léculas (MM09 y MM20). Las macromoléculas estudiadas mediante esta técnica abarcan
diferentes lipidos, proteinas y acidos nucleicos diversos presentes en el citosol neuronal.
Su concentraciéon parece estar elevada en patologias de distinta indole aunque, en es-
quizofrenia, el Unico estudio hasta la fecha que habia evaluado los niveles de estos me-
tabolitos en pacientes con este trastorno habia reportado un incremento de estas y otras
moléculas, especialmente la MM09, con una correlacion positiva entre este aumento y la
severidad de los sintomas (340). En nuestro estudio, ho encontramos diferencias entre
los animales sanos y los animales MIS, aunque si observamos una aparente tendencia al
incremento de la concentracion de ambas tras los tratamientos con la NAC. Nuestros
resultados, por tanto, suponen una sorpresa en comparacion con el estudio clinico. En
cualquier caso, la relacion directa entre el incremento de las macromoléculas y el de los
déficits en este estudio no sélo no se ha observado, sino que se ha revertido, lo que
probablemente nos esté indicando diferentes mecanismos moleculares reguladores de

las alteraciones conductuales en el modelo MIS.
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2.3. Inflamacion y estrés oxidativo

Los resultados de I0S de esta segunda parte del estudio corroboran parte de los
hallazgos encontrados en el estudio previo, a nivel de incrementos en los marcadores
tanto proinflamatorios como prooxidantes en los animales MIS y con la salvedad, igual
que en el caso anterior, del hipocampo, cuyo deterioro en estos animales continta
siendo mas modesto. El marcador proinflamatorio iNOS se encuentra de nuevo conside-
rablemente aumentado en corteza prefrontal y en amigdala, las dos estructuras en la
que es mas visible la diferencia entre animales sanos y MIS. Ademas, en ambas regiones,
los tratamientos con NAC continlan ejerciendo un efecto preventivo mas elevado que el
observado en hipocampo y en caudado-putamen. Especialmente en la corteza prefron-
tal, ambos tratamientos con NAC logran prevenir completamente el incremento exacer-
bado de iINOS. COX2, otro de los marcadores proinflamatorios analizado, a diferencia
del Estudio I, si parece encontrarse en una mayor proporcién en esta ocasion en los
animales MIS, como se esperaba en un principio. La ausencia de cambios en el estudio
previo fue justificada por una interaccion diferencial con la SOD, algo que bien podria
explicar esta diferencia de resultados, ya que, en este caso, no existen distinciones tan
evidentes en la actividad de esta enzima. Ademas, el incremento de COX-2 se pudo
prevenir por los tratamientos con NAC, de manera parcial en hipocampo, amigdala y

caudado-putamen, y completamente, en el caso de la corteza prefrontal.

Una de las diferencias mas llamativas es el cambio de expresion de KEAP1, que
aparece menos representado en los animales MIS que en el estudio previo. No obstante,
el comportamiento de las proteinas ARE sigue, por lo general, un patrén similar que en
los tratamientos durante la periadolescencia, con el incremento de NQO1 y HO1 en los
animales MIS tratados, especialmente durante 21 dias. Este cambio, sumado a la ausen-
cia de los mismos en lo referente a la actividad de NRF2, corroboraria la teoria previa de
que, probablemente, la expresidon de las proteinas ARE estén siendo expresadas en res-—
puesta al tratamiento con compuestos que fomentan un ambiente antioxidante me-
diante rutas y mecanismos moleculares ajenos a la via de KEAP1-NRF2. No obstante,
con los resultados obtenidos, no es posible concluir esto con rotundidad. Es llamativo a
su vez, en comparacion con el estudio previo, el comportamiento de la catalasa, otro
marcador antioxidante. Aunque no observamos diferencias aparentes entre los animales
sanos y los animales MIS en lo referente a este compuesto, ni aqui ni en el estudio an-
terior, en este caso si observamos un efecto diferencial del tratamiento con NAC. Aunque
la NAC durante la periadolescencia no logré modificar el comportamiento de este mar-
cador, ambos tratamientos durante la gestacion si fueron capaces de aumentar la con-
centracién de la catalasa, especialmente en el hipocampo, tanto en los animales sanos
como en los MIS tratados. Este incremento corrobora el potencial diferencial del trata-

miento preventivo en una ventana terapéutica mas temprana.
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Por altimo, uno de los resultados mas curiosos, tanto del estudio en periadoles-
cencia como en el de gestacién, es la ausencia de diferencias en los distintos compo-
nentes del ciclo del GSH, que no muestran apenas contrastes entre los animales sanos y
los animales MIS. Ademas, los tratamientos con NAC tampoco parecen actuar sobre és-
tos, lo que resulta alin mas sorprendente, al tratarse la NAC de un precursor del GSH.
Aunque en este estudio la administracion del compuesto se realizé durante la gestacion
y ese efecto no tiene que reflejarse de manera directa en la descendencia, si resulta mas
sorprendente la ausencia de efecto en el tratamiento durante la periadolescencia. En
cualquier caso, los animales MIS no parecen mostrar déficits en este ciclo que sea posible
prevenir, lo que si contrasta con estudios previos, que muestran un déficit de este me-
tabolito en diferentes areas cerebrales, aunque en uno de ellos las diferencias sélo se
observaron tras la exposicion a un estimulo inmunogénico posterior a la administraciéon
del Poly I:C (341,342). En humanos, aunque el consenso general apunta a una disminu-
cién del GSH, ligada a una mala respuesta de defensa antioxidante (343,344), existe una
amplia controversia acerca del papel de este compuesto en la fisiopatologia de la esqui-
zofrenia. Existen diferencias en la concentracion del metabolito a lo largo del trastorno
e incluso diferencias interindividuales entre personas en fases similares de la patologia,
lo que incluso ha llevado a considerar una caracterizacién distintiva formal de dos sub-

tipos de esquizofrenia en funcidn de sus niveles de GSH (345).

2.4. Microbiota

La disbiosis intestinal, es decir, el desequilibrio de la proporcién de los diferentes
componentes del microbioma bacteriano, se ha relacionado de manera frecuente du-
rante los Ultimos afios con la aparicidon de trastornos mentales, como la esquizofrenia.
Aunque existen diferencias interindividuales muy marcadas a causa de factores ambien-
tales muy diversos, como la dieta o el estrés, si parece haber evidencias de cambios
concretos en la composicion del microbioma que puedan estar relacionados con la apa-
ricion y el mantenimiento del trastorno (346). Hasta la fecha, casi una decena de estudios
han mostrado diferencias en la microbiota intestinal entre individuos sanos y pacientes
con esquizofrenia en diferentes etapas del trastorno. No obstante, por lo general los
cambios observados no son del todo consistentes, con contrastes entre los distintos
estudios. Estas discrepancias son mayores cuanto mas se sube en el orden taxondémico.
A nivel de filo, o incluso de familia, estudios diferentes han mostrado indistintamente
un enriquecimiento o una disminucién del porcentaje de ciertos grupos bacterianos. Este
es el caso, por ejemplo, de los filos Firmicutes y Proteobacteria o de la clase de los
Clostridiales (346). Estos resultados probablemente nos estén mostrando diferencias
mas concretas, a nivel de género o incluso de especie. En nuestro estudio, no observa-

mos diferencias a nivel de filo (Anexo P), aunque si a nivel de familia, de género y de
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especie. A nivel de filo, una de las medidas mas caracterizadas en esquizofrenia es el
ratio Firmicutes:Bacteroidetes, en el que los primeros se encontrarian aumentados y los
segundos, disminuidos. Esas diferencias no las observamos en los animales MIS de este
estudio. No obstante, aunque este ratio es uno de los mas caracterizados en varios tras-
tornos, su correlacion en esquizofrenia con patologias presuntamente derivadas del uso
de antipsicoticos, como la obesidad o la diabetes, no permite conocer a ciencia cierta
qué porcentaje de este cambio en el ratio es debido a estas patologias o al trastorno
mental en si mismo. Esto, a su vez, explicaria por qué no vemos diferencias en nuestro
modelo, al no darse ninguno de esos supuestos, correlacionados con la esquizofrenia

pero no con nuestro modelo.

A niveles inferiores, la alteracién mas uniformemente demostrada en pacientes de
esquizofrenia es el incremento del porcentaje de miembros de la familia Lactobacillaceae
(347), algo que corroboramos en este estudio, con un aumento sustancial de especies
de esta familia en los animales MIS. Ademas, el tratamiento temprano con NAC previene
esta alteracién. Concretamente, dentro de esta familia, los cambios son mayoritaria-
mente debidos a las especies Lactobacillus animalis, johnsonii, kitasatonis, murinus,
reuteriy vaginalis. El aumento de la concentracion de miembros de esta familia se ha
asociado tanto al desarrollo de la esquizofrenia como a la severidad de los sintomas
(347), lo que es curioso, puesto que forman parte de los tratamientos basados en el uso
de prebidticos. Esta aparente contradiccién se podria deber a que los Lactobacillus ad-
ministrados como tratamiento probidtico no llegan a colonizar el tracto digestivo, como
si hace la microbiota comensal. Ademas, otra razén probablemente se deba. de nuevo,
a diferencias que trascienden la categoria de familia y atienden mas a un orden taxoné-
mico inferior, a nivel de género o especie. Otra familia ampliamente estudiada es la
Bacteroidaceae. Aunque existen discrepancias entre los estudios realizados, la mayoria
han mostrado un aumento en la concentracion de estas bacterias en pacientes con es-
quizofrenia en distintas etapas del trastorno (346). En este estudio, ese incremento se
corrobora en los animales MIS, siendo los tratamientos con NAC eficaces previniendo
este aumento, especialmente el de 21 dias. A nivel de especie, los animales MIS sin tratar
presentaron un incremento significativo, en comparacién con los otros grupos, de Bac-
teroides dorei, Bacteroides uniformisy Bacteroides acidifaciens. En humanos no se han
reportado por el momento diferencias en estas especies en pacientes con esquizofrenia.
Un resultado interesante es el encontrado en la familia XVI de Clostridiales, en la que los
animales MIS sin tratar presentan una disminucion importante de bacterias. Este resul-
tado es acorde con algunos estudios en humanos, aunque se opone a otros que mues-
tran lo opuesto (346). No obstante, resulta sorprendente el efecto de los tratamientos
con NAC, dosis dependiente e inverso en funcion de si es administrado en animales
sanos o en MIS. En los primeros causa una disminucion del porcentaje de bacterias y en

los segundos, un aumento. Este efecto es visible en otras familias, como Veillonellaceae
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¥, en menor medida, Lachnospiraceae, lo que nos podria estar sugiriendo un efecto mo-
dulador diferencial de la NAC sobre la microbiota en funciéon del estado inflamato-
rio/oxidante basal de los animales. En los estudios clinicos, son varias las familias bac-
terianas en las que se han apreciado alteraciones en esquizofrenia y, en muchas de ellas,
los resultados en los animales MIS de nuestro estudio logran replicarlas. Mas alla de las
familias Lactobacillaceaey Bacteroidaceae ya nombradas y que suponen dos de las mas
importantes por nimero y porcentaje de miembros, en este estudio los animales MIS
muestran tendencias, en el mismo sentido que algunos de los estudios en el trastorno
humano, en las familias Enterobacteriaceae o Lachnospiraceae. A nivel de género, el
modelo MIS logra replicar el incremento exacerbado de Bifidobacterium encontrado en

humanos (346). Ademas, la NAC logra prevenir este incremento.

El estado actual de la investigacién del microbioma en el trastorno humano se
encuentra actualmente en fases aun tremendamente incipientes. Existen pocas certezas
y una gran discrepancia en los datos existentes, probablemente debido al alin bajo nu-
mero de estudios y a la heterogeneidad de las metodologias empleadas. Mas alla de las
pocas certezas con las que contamos actualmente, lo que si parece evidente es que
existe una relacién entre las alteraciones en el microbiomay el curso de la esquizofrenia.
Ademas, el efecto directo que parecen ejercer algunos antipsicéticos o, en nuestro es-
tudio, la NAC, sobre la microbiota bacteriana nos indica que la modulacién de la flora
bacteriana con estrategias terapéuticas dirigidas es posible, lo que nos abre una nueva

ventana de accion con dianas emergentes sobre las que actuar.

3. Connectivity Map

La identificacién de genes y proteinas cuya alteracion podria conducir a déficits en
esquizofrenia ha ayudado a comprender mejor los mecanismos moleculares que rigen
este trastorno y ha ayudado a desarrollar nuevos compuestos, o a reciclar otros preexis-
tentes, que modulen, directa o indirectamente, una o varias de estas nuevas dianas mo-
leculares. En ese sentido, CMap ha mostrado ser una herramienta tremendamente util a
la hora de evidenciar compuestos y rutas moleculares cuya activacion o inhibicién podria
resultar beneficiosa de cara a revertir o potenciar ciertos perfiles transcriptémicos. En
esquizofrenia, su uso no esta aun demasiado extendido, aunque si existen dos articulos
publicados en los que se ha empleado para dominios especificos del trastorno y con
diferencias en las metodologias y la finalidad de los estudios en comparacién con el
presentado en esta Tesis (348,349). El objetivo de este apartado de la Tesis era doble:
por un lado, determinar posibles farmacos que pudiesen ser (tiles en el tratamiento o
la prevencidn de la esquizofrenia, para lo que hicimos uso de datos transcriptomicos
procedentes de muestras directamente extraidas de pacientes con este trastorno. Por
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otra parte, la seleccién de un estudio con muestras que procedian del modelo MIS, asi
como su comparacion con los resultados obtenidos en los analisis clinicos, tenian como
fin la corroboracion del modelo MIS como herramienta predictiva en la que probar es-
trategias terapéuticas que correlacionen con el trastorno humano. Ademas, se realizé
un ultimo analisis con muestras Jin vitro para reforzar los resultados encontrados en los

analisis previos.

El resultado mas llamativo encontrado en estos analisis es la identificacién de dos
compuestos andlogos de dos de los farmacos empleados en esta Tesis, los acidos
omega-3 y la minociclina. Tanto el 4cido alfa-linolénico (ALA) como la doxiciclina apa-
recieron entre los farmacos con un mayor potencial reversor de las alteraciones trans-
criptdmicas presentadas a todos los niveles: celular, en el modelo animal MIS y en hu-
manos. Ademas, el ALA no fue el Unico acido graso en el top de farmacos reversores.
Tanto el acido eicosatetranoico como el acido gamma-linolénico (omega-6) tuvieron un
“score” entre -90 y -100 tanto en el analisis con los datos del modelo MIS como en los
del estudio clinico de Gandal et a/. La doxiciclina a su vez, al igual que la minociclina, es
un miembro de la familia de las tetraciclinas, un grupo de farmacos que ademas también
aparece en la lista con un “score” entre -90 y -100. La doxiciclina se ha probado en
diversos estudios para trastornos mentales y neurolégicos (350,351), aunque su menor
capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica promovié el uso de otros com-
puestos con la misma funcién fisioldgica, pero con una mayor permeabilidad a través de
la misma. La minociclina no aparece en la base de datos de compuestos del CMap pero,
teniendo en cuenta que comparte mecanismo de accién con la doxiciclina, asi como su
mejor respuesta respecto a la de atravesar la barrera hematoencefalica, es posible que
de estar contenido en la base de datos, su “score” mejorase incluso los encontrados para
la doxiciclina. En cualquier caso, lo que si parece evidente es que la eleccién tanto de
los acidos grasos omega-3 como de la minociclina ha sido la adecuada, al menos aten-
diendo a los mecanismos moleculares que son capaces de activar. Cabe mencionar a su
vez que la NAC no aparece tampoco en la base de datos de CMap, lo que explica que no
se encuentre entre los farmacos seleccionados. No obstante, dentro del grupo de far-
macos con un efecto reversor mayor si hay algunos que comparten mecanismos mole-
culares con la NAC, lo que evidencia a su vez que su mecanismo de accién actlia en la
direccion correcta de cara a paliar la sintomatologia asociada al trastorno. Ejemplo de
ello es la desoxipeganina, un farmaco con potencial para inhibir la acetilcolinesterasa,
la enzima que, como se ha visto anteriormente, cataliza la sintesis de acetilcolina a partir

de colina, un efecto compartido con la NAC.

El nUmero de farmacos y de clases de farmacos obtenidos en los analisis con CMap
obtenidos en los sucesivos analisis es lo suficientemente amplio como para no hablar

especificamente de cada uno de ellos, pero si es interesante destacar algunos aspectos
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de los resultados globales. En primer lugar, entre los farmacos con un “score” entre -90
y -100 hay una alta concentracién de inhibidores de rutas proinflamatorias o prooxi-
dantes, asi como potenciadores de la defensa antiinflamatoria y antioxidante. Esto es
muy visible en los cinco estudios, pero especialmente en el andlisis llevado a cabo a
partir de datos del modelo MIS. Estos resultados son coherentes con la generacién del
modelo, consistente en la generacidon de un evento proinflamatorio que teéricamente
debe desarrollar, a largo plazo, un ambiente proinflamatorio y prooxidante en los ani-
males objeto de estudio. Entre los farmacos comunes con un gran potencial reversor
encontramos cuatro inhibidores de la ciclooxigenasa, uno de los principales marcadores
proinflamatorios. De ellos, es especialmente interesante la sinensetina, un flavonoide de
origen natural con potencial antiinflamatorio y antioxidante, capaz de actuar también
como modulador de la acetilcolina, y que se ha relacionado con un efecto beneficioso
como tratamiento en demencias (352). Los otros tres inhibidores de la COX2 son el is-
oxicam, un analgésico, y el LM-1685 y el NCS-382, dos compuestos alin no aprobados.
Ademas, algunos de los encontrados, como el AR-C133057XX, son capaces de inhibir
iNOS, y otros tienen un potencial antioxidante sobradamente corroborado, como el acido
ascérbico o las filoquinonas (353,354). Uno de los mas destacados es el secoisolarici-
renisol, un compuesto de origen vegetal que ha probado ser eficaz induciendo un in-
cremento de los niveles de mediadores antioxidantes, como NRF2 y HO1(355). De ma-
nera indirecta, varias clases de farmacos nos sefalan también la inflamacion y el estrés
oxidativo asociado como agentes que combatir por los farmacos como forma de revertir
los perfiles transcriptémicos patogénicos en esquizofrenia. Este es el caso de los inhi-
bidores de MEK y otras familias de quinasas, asi como de las fosfodiesterasas, moléculas
relacionadas con procesos inflamatorios y cuya participacién se ha demostrado en la
aparicion de esquizofrenia (356,357). Estos resultados no se revelan Unicamente a nivel
de compuestos y clases de compuestos. También se puede apreciar en la categoria de
ganancia o pérdida de funcidn de genes relacionados con eventos pro- y antiinflamato-
rios. Este es el caso de varios tipos de interferdn, interleuquinas o metaloproteasas, cuya
inhibicion es sugerida como potencial agente reversor de las firmas transcriptémicas
relacionadas con esquizofrenia. A su vez,los analisis de DSEA, especialmente en el caso
del obtenido a partir del ensayo clinico de Gandal et a/, muestran un enriquecimiento
especialmente importante en esta familia, con un énfasis especial en los inhibidores de
MEK y de la fosfodiesterasa. Este contexto patogénico relacionado con la inflamacion es
también visible en los estudios clinicos, aunque se encuentra solapado con la presencia
de otros farmacos con un perfil diferencial, asociado al tratamiento de otras patologias
como la diabetes, la obesidad o de origen cardiovascular. Probablemente esto sea de-
bido a concurrencias patoldgicas correlacionadas con la propia esquizofrenia y deriva-

das, en muchos de los casos, del uso crénico a largo plazo de antipsicoticos. A diferencia
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de los modelos animales, evidentemente, las muestras clinicas son recogidas postmor-
tem, por lo que el desarrollo de otras patologias asociadas puede perturbar los resulta-
dos en ese sentido. En cualquier caso, existe una similitud evidente entre los analisis de
los estudios preclinicos y los clinicos, que converge en el uso de medicaciéon antiinfla-

matoria y antioxidante.

Otra conclusiéon que podemos sacar de este estudio es el gran nimero de com-
puestos capaces de alterar distintos sistemas de neurotransmisién que nos revelan los
analisis, tanto a nivel preclinico como clinico. Este resultado no es demasiado sorpren-
dente, ya que la implicacién de los sistemas dopaminérgico, glutamatérgico, adrenér-
gico o gabaérgico en este trastorno es de sobra conocida. No obstante, la aportacion
real del estudio en este sentido es la revelacion de fairmacos con el potencial de actuar
sobre estos sistemas de neurotransmisidon pero que, hasta la fecha, habian sido utiliza-
dos con otros fines. Ademas, el hecho de que estos farmacos aparezcan también en los
analisis con el modelo MIS sugiere la validez del mismo de cara a estudiar perturbaciones
en los niveles de los diferentes neurotransmisores, asi como su posible asociaciéon con
los déficits propios del modelo. De hecho, algunos de estos déficits, como las alteracio-
nes en los sistemas serotoninérgico y dopaminérgico, ya han sido previamente descritos
en este modelo (58). Entre los 58 farmacos comunes que hallamos en los analisis deri-
vados de los articulos con el modelo MIS y el clinico, encontramos 16 cuya funcion esta
ligada a la potenciacién o la inhibicion de diferentes sistemas de neurotransmision. Va-
rios de ellos estan relacionados con distintos procesos inhibitorios de la sintesis o la
liberacién de acetilcolina. Este es el caso de la huperzina A o la desoxipeganina, inhibi-
dores de la acetilcolinesterasa, o de la propantelina, un antagonista de los receptores de
acetilcolina. Recordemos que uno de los efectos de la NAC era precisamente la inhibicién
de la acetilcolinesterasa, que sugerimos como una posible explicacion al incremento de
la colina en los animales tratados con este firmaco. Curiosamente, los tres farmacos ya
han sido asociados al tratamiento de la esquizofrenia de algin modo. La huperzina A,
un alcaloide extraido de una planta (Huperzia serrata) se ha usado como coadyuvante
en varios ensayos clinicos en esquizofrenia hasta el momento, probando su utilidad me-
jorando los sintomas cognitivos (358). Por otra parte, el uso de la desoxipeganina, asi
como de otros inhibidores de la acetilcolinesterasa ha sido patentado como uso poten-
cial en el tratamiento de este trastorno (359). Por ultimo, la propantelina ya se ha usado
para tratar sintomas secundarios derivados de la esquizofrenia, como es el caso de la

hipersalivacion (360).

Curiosamente, la familia de firmacos capaces de actuar sobre los niveles de neu-
rotransmisores que estd mas ampliamente representada no es ni la dopaminérgica ni la
serotoninérgica (aunque ambas cuentan con varios compuestos en las posiciones mas

altas). En su lugar, parece que la modulacién de la neurotransmisiéon adrenérgica es
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capaz de revertir mas eficazmente las firmas asociadas a esquizofrenia. Por lo general,
lo que demuestran estos andlisis, especialmente los de DSEA, es la implicacion, en un
sentido o en otro, del sistema adrenérgico en la aparicién y el mantenimiento del tras-
torno, algo que, por otra parte, ya se ha descrito (361). Esto parece mas evidente viendo
los perfiles de las familias de agonistas y antagonistas de receptores adrenérgicos en
los analisis de DSEA, en los que aparecen representantes en todo el espectro, con mu-
chos farmacos concentrados en “scores” negativos y, por tanto, reversores, pero también
con muchos en el lado contrario, por lo que, en teoria, su administracién seria contra-
producente. Esto se explica por la alta heterogeneidad de receptores y funciones impli-
cados en este sistema. No obstante, ya existen bastantes estudios que abogan por uti-
lizar estos receptores como dianas para el tratamiento de distintos dominios sintoma-

ticos en esquizofrenia, especialmente la sintomatologia negativa (362).

Por ultimo, resulta evidente que CMap y los analisis derivados de las herramientas
que proporciona no suponen la panacea absoluta que permita dar con el farmaco per-
fecto para tratar la esquizofrenia, sobre todo en un trastorno tan increiblemente hete-
rogéneo. Muchos de los farmacos resultantes del andlisis no se encuentran aprobados
aun, lo que dificulta su uso a corto/medio plazo y algunos no son tan indicativos de los
déficits asociados a la esquizofrenia, sino de efectos derivados o incluso ajenos al tras-
torno. Este es el ejemplo de aquellos farmacos con una funcién cardioprotectora o an-
tidiabética en los estudios clinicos, probablemente derivados de efectos secundarios
derivados del uso crénico de antipsicoticos. También seria el caso de los farmacos inhi-
bidores del virus de la hepatitis C, muy enriquecidos en los analisis derivados del estudio
con el modelo MIS y que quizds se deban mds a los mecanismos moleculares desenca-
denados por el Poly I:C, similares al de una infeccion virica. No obstante, mas alla de
estas limitaciones evidentes, el potencial de CMap como herramienta predictiva es
enorme. En nuestro estudio, el CMap nos ha permitido validar numerosos aspectos re-
lacionados con la naturaleza del modelo MIS y corroborar parte de las alteraciones que
muestra. Ademas, la comparacién con resultados procedentes de ensayos clinicos nos
ha permitido validar asimismo el potencial de los farmacos con propiedades antiinfla-
matorias y antioxidantes tanto en preclinica como en clinica. Finalmente, el CMap nos
ha permitido identificar fdrmacos cuyo uso no se ha relacionado hasta el momento con
el tratamiento de la esquizofrenia pero que, probablemente, podrian resultar beneficio-
sos. Por tanto, aunque esta claro que la cantidad de informacién arrojada por este tipo
de andlisis precisa de una interpretacién critica y un cribado importante, las ventajas
que herramientas como el CMap nos abren nuevos y numerosos caminos en el trata-

miento de la esquizofrenia y otras patologias.
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4. Perspectivas generales en el tratamiento de la esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno tremendamente heterogéneo, con una etiologia
multifactorial que dificulta sobremanera su tratamiento. Las terapias farmacoldgicas ac-
tuales se basan principalmente en el uso de diferentes antipsicéticos, que son especial-
mente eficaces paliando la sintomatologia positiva. Sin embargo, su efectividad dismi-
nuye con los sintomas negativos, cognitivos y afectivos. De hecho, se estima que apro-
ximadamente un tercio de los pacientes no responde al tratamiento. Ademas, en muchos
casos el uso cronico de estos farmacos se ha relacionado con efectos adversos que pue-
den ser potencialmente mortales, como la diabetes, la obesidad o las cardiopatias. Aun-
que ya demostrado, esto se pone de manifiesto en el andlisis de CMap realizado, en el
que muchos de los farmacos mas reversores del perfil transcriptémico elaborado a partir
de muestras de pacientes con esquizofrenia son compuestos ya aprobados para tratar
algunas de las patologias mencionadas, probablemente derivadas del uso crénico de
farmacos antipsicoticos (repaglinida o gliquidona para la diabetes, y enalaprilat para
problemas cardiovasculares). Ese efecto potencialmente deletéreo queda también pa-
tente en los resultados de los analisis atendiendo a la heterogeneidad de efectos que

parecen mostrar algunos farmacos antipsicéticos (ver Anexo T).

Parece evidente que, atendiendo tanto a la bibliografia previa como a la corrobo-
racion realizada con nuestros analisis, la busqueda de nuevos farmacos es imprescindi-
ble para la mejora de las terapias dedicadas a tratar la esquizofrenia. La ampliacion del
conocimiento basico sobre la etiologia de este trastorno ha supuesto, en ese sentido, la
apertura de nuevas vias terapéuticas con dianas moleculares diferentes sobre las que
actuar. Las hipotesis que hablan de la esquizofrenia como un trastorno del neurodesa-
rrollo, asi como la posible participacidon de eventos inflamatorios en su origen, han sido
basicas en el desarrollo de nuevos farmacos. En nuestro estudio, aplicamos ese conoci-
miento y utilizamos tres fadrmacos con un gran potencial antiinflamatorio y antioxidante:
la N-acetilcisteina, los acidos grasos omega-3 y la minociclina. El uso de terapias basa-
das en reducir la inflamacion y el estrés oxidativo no son nuevas; su utilizaciéon lleva
investigandose desde hace afios y su posible potencial favorable se ha dejado entrever,
si bien los resultados no son lo suficientemente sélidos, ni mucho menos, como para
hablar de que hemos alcanzado la solucién definitiva. Debido a las cada vez mas claras
evidencias que apuntan al origen progresivo de la esquizofrenia, con eventos inflama-
torios muy tempranos probablemente ligados al origen del trastorno mucho antes de la
aparicion de los primeros sintomas, durante los Gltimos afios se ha venido apuntando a
un abordaje terapéutico mas préximo a la prevencién que al tratamiento paliativo directo
de los sintomas una vez desarrollados. En esta Tesis ésa fue precisamente nuestra es—

trategia, probando los compuestos antiinflamatorios ya citados en dos ventanas previas
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a la aparicion de los sintomas: una, en la periadolescencia, justo antes de su concurren-
cia, y en la gestacién, cuando se produjo el evento inmunogénico disruptivo en el modelo

animal utilizado.

Los resultados que presentamos en esta Tesis ponen de manifiesto la implicacién
de eventos proinflamatorios y prooxidantes en la aparicién de muchos de los sintomas
o déficits asociados a la esquizofrenia, ya sea a nivel conductual, neuroanatémico o
bioquimico. Estos resultados sugieren, asimismo, una potencial participacién del micro-
bioma bacteriano y del eje cerebro-intestino en estos procesos. No obstante, no es po-
sible aseverar a ciencia cierta la causalidad ni el efecto que los cambios observados han
podido tener sobre el resto de déficits. Ademas, el uso temprano de compuestos con un
gran potencial antiinflamatorio y antioxidante fue capaz de prevenir varias de las alte-
raciones de este modelo, tanto en la periadolescencia como en la etapa prenatal. No
obstante, los cambios observados fueron de una mayor envergadura en la estrategia
orientada a la gestacion, especialmente a nivel neuroanatémico, con multitud de modi-
ficaciones probablemente debidas a una reconfiguracién muy temprana de la arquitec-
tura cerebral. Aunque la prevencion de distintos déficits a nivel neuroanatémico y bio-
quimico es de una gran importancia, es especialmente relevante el gran efecto de todos
los fairmacos y de ambas ventanas de cara a prevenir los déficits conductuales encon-
trados en el modelo. Las alteraciones en el comportamiento de los animales suponen,
en gran medida, la manifestacion de los dafios que podamos identificar a un nivel mas
celular o molecular y, ademads, suponen la aproximacién mas directa al trastorno en
humanos. En ese sentido, la prevencion de los déficits ligados a la ansiedad y la res-
puesta al sobresalto supone un hallazgo de una importancia enorme. Por tanto, una de
las conclusiones que podemos extraer de estos resultados es que el abordaje temprano
resulta muy eficaz en trastornos del neurodesarrollo, en los que la aparicién de altera-
ciones neuroldgicas se produce mucho antes que la de los sintomas clinicos. El efecto
beneficioso que mostramos en esta Tesis es especialmente interesante teniendo en
cuenta que los estudios realizados con estos farmacos en el ambito clinico se han rea-
lizado en coadyuvancia con otros farmacos, generalmente antipsicoticos, reportando asi
mejoras, aunque modestas. En nuestro caso, el efecto se consigue en monoterapia, sélo
con la efectividad del compuesto administrado, lo que recalca ain mas el gran potencial

de la estrategia preventiva.

De cara a un correcto abordaje enfocado en la prevencion, es necesario, asimismo,
redefinir qué clase de farmacos debemos y podemos utilizar con ese fin. Nuestros re-
sultados muestran la eficacia de aquellos compuestos dirigidos a reducir la inflamacion
y el estrés oxidativo pero, evidentemente, no cualquier farmaco con esas propiedades
es apto para su administracidon en ventanas terapéuticas muy tempranas, especialmente

si hablamos de algunas tan delicadas como la gestacion y el periodo prenatal. En ese
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sentido, los farmacos que se empleen deben mantener un perfil muy bajo en cuanto a
sus efectos adversos por las posibles complicaciones derivadas en etapas tan delicadas
del neurodesarrollo. En nuestro estudio, dos de los farmacos empleados, la NAC y el
omega-3 presentaban un perfil casi nulo de efectos secundarios y su uso, tanto en ado-
lescencia como en gestacién, ya se habia demostrado como practicamente inocuo. En el
caso de la minociclina los efectos adversos, sin ser excesivamente elevados, son mayo-
res que los de los otros dos, por lo que su administracion en la gestacién no esta reco-
mendada. En ese sentido, la utilizacion de herramientas como el CMap puede ser de
gran ayuda, de cara a identificar firmacos que presenten, al mismo tiempo, potencial
antiinflamatorio y antioxidante y un bajo perfil de efectos adversos. En cualquier caso,
la utilizacion de modelos animales que repliquen parcialmente el trastorno en humanos,
como el modelo MIS usado en esta Tesis, se antoja fundamental de cara a testar el po-
tencial efecto beneficioso o los posibles efectos adversos de los firmacos que analisis

como el CMap ofrecen.

En definitiva, en esta Tesis Doctoral se ha demostrado el potencial terapéutico de
tres agentes antiinflamatorios y antioxidantes, la N-acetilcisteina, los acidos omega-3y
la minociclina, usados como estrategias preventivas. Asimismo, la utilizaciéon de venta-
nas de tratamiento mas tempranas, como la gestacién, ha mostrado un efecto multipli-
cador de los potenciales efectos beneficiosos de la N-acetilcisteina. En resumen, esta
Tesis pone de manifiesto la importancia del uso de agentes neuroprotectores como ele-
mentos preventivos tempranos frente a la aparicion de sintomas ligados a alteraciones
en el neurodesarrollo, como es el caso de la esquizofrenia, un trastorno necesitado de
estrategias terapéuticas que mejoren a las actuales. A su vez, el analisis de CMap abre

multitud de puertas que permitiran refinar ain mas los tratamientos actuales.

4.1. Limitaciones

Esta Tesis y el trabajo experimental asociado a la misma han estado sujetas a dis-
tintas limitaciones, muchas de ellas intrinsecamente ligadas a la propia naturaleza del
estudio. La primera y mas evidente es la dificultad para trasladar a un modelo animal las
peculiaridades de una patologia con caracteristicas tan distintivas y tan ligadas al ser
humano como es el caso de la esquizofrenia. En ese sentido, las dificultades son aun
mayores cuando incluso existen discrepancias a la hora de categorizar y caracterizar el
trastorno en humanos, con divergencias a la hora de catalogar varios de los sintomas
asociados como propios de uno u otro trastorno. Por ello, es imprescindible recalcar que
no existe como tal “un modelo animal de esquizofrenia”. Aunque la patologia humana
fuese un compartimento estanco totalmente definido, con la sintomatologia clinicay las

alteraciones celulares y moleculares perfectamente caracterizadas, que no es el caso,
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aun asi, muchos de los sintomas asociados, principalmente los positivos, serian senci-
[lamente imposibles de replicar en modelos animales con un desarrollo cerebral menos
complejo que el humano. Los modelos animales que pretenden replicar éste u otros
trastornos de indole similar no estan destinados a recopilar todos y cada uno de los
déficits ligados a la patologia clinica, sino que se han especializado en mimetizar un
porcentaje acotado del trastorno, ya sea a nivel conductual o a niveles menos visibles,
como el neuroanatémico o el bioquimico. La elecciéon de este modelo se hizo teniendo
en cuenta estas limitaciones y, aunque no represente todas las alteraciones diferenciales
de la esquizofrenia, si muestra un gran abanico de déficits a muchos niveles. Ademas,
el mecanismo a partir del cual el modelo animal es generado replica en gran medida

algunos de los mecanismos reales en humanos.

Otra limitacidon relevante propia de la naturaleza del modelo es precisamente la
forma en la que éste es inducido. A diferencia de otros modelos asociados a la esquizo-
frenia, como los genéticos o los farmacolégicos, en los que los déficits son directamente
provocados a causa de esa manipulacién, la estimulacion inmunitaria materna supone
un aumento muy elevado del riesgo de desarrollar los déficits, pero no en un porcentaje
tan rotundo. Por ello, es posible que no toda la descendencia manifieste las alteraciones
o que lo haga de una manera gradual, con un amplio espectro de déficits desde la total
ausencia hasta los fenotipos mas exacerbados. No obstante, esta limitacion se ha inten-
tado minimizar mediante la aleatorizacién a la hora de seleccionar las crias para los
estudios, ya que se estima que alrededor del 80% de la descendencia si manifestara
varios de los déficits descritos para el modelo. Asociado a esto, surge la tercera limita-
cién, que esta relacionada con la necesidad de seleccionar Unicamente machos para el
estudio. Estudios previos en nuestro laboratorio no han detectado en las hembras los
déficits que si se han descrito en los machos. Dado que, en el trastorno humano, la
esquizofrenia tiende a aparecer en edad mas avanzada en mujeres, es probable que la

evaluacion mas tardia de los sintomas si arrojase diferencias.

Por Gltimo, existe una limitacion derivada del neurodesarrollo diferencial entre los
roedores usados para el modelo y el ser humano, lo que supone un handicap afadido,
especialmente para cualquier intervencion realizada en el periodo prenatal, ya sea in-
munogénica o terapéutica. Las etapas y los eventos clave del neurodesarrollo en roedo-
res y en humanos son muy diferentes por lo que, aunque se pretenda escoger una ven-
tana especifica igual en el modelo que en el trastorno humano, es imposible que los
procesos del neurodesarrollo sean exactamente los mismos en ambos. En ese sentido,
se ha intentado englobar, dentro de lo posible el mayor nimero de eventos basicos cuya
importancia consideramos relevante, tanto para la generaciéon del modelo (algo que, por
otra parte, ya estaba mucho mas preestablecido) y, sobre todo, para la eleccién de las

ventanas terapéuticas.
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4.2. Lineas futuras

Esta Tesis aporta muchos resultados asociados a la prevencion de la esquizofrenia
y otros trastornos con base en el neurodesarrollo y etiologia asociada a la inflamacién
pero, fundamentalmente, lo que hace es abrir aln muchos mas caminos, especialmente
derivados de las conclusiones extraidas de los andlisis de CMap. De este modo, muchas
posibles lineas futuras se pueden desarrollar en respuesta a lo encontrado en los mis-
mos, con un gran nimero de nuevos farmacos que seria posible probar en distintas
ventanas terapéuticas. Estos tratamientos preventivos podrian hacerse en monoterapia,
como se ha hecho en los estudios aqui presentados, o en coadyuvancia con otros de
eficacia ya probada. También seria muy interesante probar estas terapia en un modelo
basado en la estimulacién inmunitaria materna pero con otros estimulos inmunogénicos
en otras fases claves del neurodesarrollo (modelos doble o triple impacto). La generacion
de modelos animales derivados de los analisis de CMap y que mejorase el fenotipo del
modelo MIS empleado aqui seria también una linea de investigacion muy a tener en

cuenta.

A su vez, del mismo modo que se han mostrado aquellos fairmacos y familias de
compuestos con “scores” negativos y, por tanto, un potencial efecto reversor, es posible
que los farmacos con un “score” muy positivo, es decir, con un perfil transcriptomico
similar al introducido, relacionado con la esquizofrenia, estén dando pistas de com-
puestos a administrar o alteraciones genéticas que se pueden realizar de cara a la ge-
neracién de modelos animales mas precisos, que mejoren alin mas los actuales. De cara
a probar los fairmacos potencialmente terapéuticos, seria muy interesante hacer lo pro-
pio para identificar modelos animales que intenten englobar el maximo de caracteristi-

cas de una patologia.

Por el momento, los analisis ligados a CMap se han hecho en base a resultados
obtenidos de estudios ya publicados, pero seria también interesante la realizacion de
estudios transcriptémicos en este modelo para analizar, longitudinalmente, el efecto
que los diferentes farmacos pueden ejercer a nivel transcripcional. Del mismo modo, la
caracterizacion longitudinal del modelo sin tratar podria arrojar luz sobre la expresion
diferencial en momentos distintos del neurodesarrollo, con las mas que obvias implica-
ciones que esto podria tener de cara al desarrollo de nuevas terapias y a como éstas

podrian afectar segiin cuando se realicen.
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-5-

CONCLUSIONES

1. El tratamiento preventivo durante la periadolescencia con N-acetilcisteina y omega-3
evita la aparicién de déficits en el filtrado sensorimotor propio del modelo de estimula-

cion inmunitaria materna.

2. El tratamiento preventivo durante la periadolescencia con N-acetilcisteina, omega-3
y minociclina consigue prevenir algunos de los déficits neuroanatémicos y bioquimicos
existentes en el modelo de estimulaciéon inmunitaria materna.

3. El tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante toda la gestacién es capaz de
prevenir completamente los déficits en el filtrado sensorimotor y el aumento de los ni-

veles de ansiedad propios del modelo de estimulacidon inmunitaria materna.

4. El tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante la gestacién induce cambios a
gran escala en la morfometria de la sustancia gris, la sustancia blanca y el liquido cefa-
lorraquideo en los animales del modelo de estimulacién inmunitaria materna.

5. El tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante la gestacion logra prevenir al-
gunos de los déficits bioquimicos a nivel cerebral presentes en el modelo de estimula-

cién inmunitaria materna, especialmente a nivel de corteza prefrontal y amigdala.

6. El modelo MIS presenta alteraciones en la microbiota intestinal que el tratamiento con
N-acetilcisteina durante la gestacién logra prevenir parcialmente.

7. La administracion de compuestos con propiedades antiinflamatorias y antioxidantes
como estrategia preventiva parecen ser eficaces evitando la aparicién de déficits poten-
cialmente ligados a la esquizofrenia.

8. La administracién de compuestos con potencial antiinflamatorio y antioxidante parece
ejercer un mayor efecto modulador si se realiza en fases muy tempranas del neurode-
sarrollo, como el periodo fetal, en comparacién con etapas posteriores, como la peria-
dolescencia.

9. CMap permitié encontrar un conjunto de fairmacos y familias de compuestos poten-
cialmente eficaces de cara a desarrollar nuevas estrategias farmacolégicas en esquizo-
frenia.
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ANEXOS

ANEXO A: Coadigo de R para la realizacion del analisis de DSEA

# Instalacion de los paquetes de R necesarios
library(devtools)
install_github("ctlab/fgsea") ## para realizar el analisis de GSEA

install.packages("readxl|") ## para abrir los archivos

# Abrir los paquetes de R necesarios
library(fgsea)

library(readxl)

#Preparar el archivo de “Pathways”

## Este archivo Excel contiene una primera columna con los nombres de todos los farmacos,
y la segunda columna su mecanismo de accion (MOA), que nos indica la familia de farmacos a
la que pertenece

datap <- read_excel("Pathways.xIsx") ## lee el archivo Excel

dflist <- split(datap$Compound, datap$MOA) ## convierte los datos a formato lista para que
el GSEA lo reconozca como input

# Preparar los archivos de “Ranks”

## Este archivo Excel contiene una primera columna con los nombres de todos los farmacos,
y las dos siguientes columnas contienen los scores de estos farmacos en los estudios de Mattei
et al. y Gandal et al.

data <- read_excel("Drugs.xlsx") ## lee el archivo Excel

ranksMattei <- setNames(data$Mattei, data$Name) ## convierte los datos de Mattei et al. a
formato numérico para que el GSEA lo reconozca como input

ranksGandal <- setNames(data$Gandal, data$Name) ## convierte los datos de Gandal et a/. a

formato numérico para que el GSEA lo reconozca como input



# Andlisis de GSEA adaptado para realizar un DSEA del estudio de Mattei et al.

## Usamos la funcion fgsea del paquete con el mismo nombre, dando como input los archivos
que acabamos de crear

fgseaResMattei <- fgsea(pathways = dflist,
stats = ranksMattei,
minSize = 2,
maxSize = 800)
## Guardamos el archivo resultante
save(fgseaResMattei, file="Mattei.RData")
## Sacamos el perfil y los datos estadisticos de las rutas enriquecidas negativamente

topPathwaysDownM <- fgseaRes[fgseaRes$pval < 0.05,][NES < O][head(order(pval), n=10),
pathway]

plotGseaTable(dflist[topPathwaysDown], data, fgseaRes, gseaParam=0.5)

# Andlisis de GSEA adaptado para realizar un DSEA del estudio de Gandal et al.

## Usamos la funcion fgsea del paquete con el mismo nombre, dando como input los archivos
que acabamos de crear

fgseaResGandal <- fgsea(pathways = dflist,
stats = ranksGandal,
minSize = 2,
maxSize = 800)
## Guardamos el archivo resultante
save(fgseaResGandal, file="Gandal.RData")
## Sacamos el perfil y los datos estadisticos de las rutas enriquecidas negativamente

topPathwaysDownG <- fgseaRes[fgseaRes$pval < 0.05,][NES < O][head(order(pval), n=10),
pathway]

plotGseaTable(dflist[topPathwaysDown], data, fgseaRes, gseaParam=0.5)
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ANEXO B: Cambios en el metabolismo cerebral de glucosa tras el tra-
tamiento preventivo con compuestos antioxidantes y antiinflamatorios
durante la periadolescencia

Tabla Al. En la tabla se muestran todos los resultados significativos (p cluster < 0.05, k > 50) encontrados en el
analisis de SPM de las imagenes PET tras el tratamiento preventivo con N-acetilcisteina, acidos omega-3 y mino-
ciclina durante la periadolescencia. Abreviaturas: NAcc: nucleo accumbens, BS: tronco cerebral, Cb: cerebelo,
dMN: nucleo mesencefalico profundo, OB: bulbo olfatorio, PFC: corteza prefrontal, S1: corteza somatosensorial
primaria.

/ Punc Clus-

Estructura Hemisferio T K
ter

Efecto de MIS en Salino

Sin cambios estadisticamente significativos
Efecto de NAC en Salino
OB/PFC I&D 5.56 174 oM < 0.001
Efecto de omega-3 en Salino

Sin cambios estadisticamente significativos
Efecto de minociclina en Salino

Sin cambios estadisticamente significativos
Efecto de NAC en MIS

Sin cambios estadisticamente significativos
Efecto de omega-3 en MIS

dMN 1&D 3.86 154 N 0.046
Efecto de minociclina en MIS
Cb/BS |&D 3.75 560 0.001

N2
S1 | 3.29 157 N2 0.046
NAcc |&D 3.61 210 T 0.024




ANEXO C: Cambios en la morfometria cerebral tras el tratamiento pre-
ventivo con compuestos antioxidantes y antiinflamatorios durante la pe-
riadolescencia

Tabla A2. En la tabla se muestran todos los resultados significativos (prpr cluster < 0.05, k > 1000) encontrados
en el analisis de VBM y SPM tras el tratamiento preventivo con N-acetilcisteina, acidos omega-3 y minociclina
durante la periadolescencia. Abreviaturas: 3V: tercer ventriculo, AHA: area amigdalohipocampal, Aq: acueducto
de Silvio, BS: tronco cerebral, Cb: cerebelo, cc: cuerpo calloso, cic: comisura del coliculo inferior, cll: comisura
del lemnisco lateral, CPu: caudadoputamen, CSF (Me): liquido cefalorraquideo a nivel mesencefalico, D3V: tercer
ventriculo dorsal, DRD: nucleo dorsal del Raphe, ec: capsula externa, Ect: corteza ectorrinal, fi: fimbria del hipo-
campo, fmi: forceps menor del cuerpo calloso, fmj: forceps mayor del cuerpo calloso, Hipp: hipocampo, HPT:
hipotalamo, IC: coliculo inferior, LR4V: cuarto ventriculo lateral, LV: ventriculo lateral, mt: tracto mamilotala-
mico, OB: bulbo olfatorio, OFC: corteza orbitofrontal, OV: ventriculo olfatorio, Pir: corteza piriforme, RS: corteza
retrosplenial, S1: corteza somatosensorial primaria, SN: substantia nigra, SSC: corteza somatosensorial, Th: ta-
lamo, vHP: hipocampo ventral, vsc: tracto espinocerebelar ventral.

SUSTANCIA GRIS (GM)

Estructura Hemisferio Prpr cluster

Efecto de MIS en Salino

vHP D 4.47 3080 yN < 0.001
OB 1&D 3.49 2626 M 0.001

Efecto de NAC en Salino

Cb D 3.74 2915 0N < 0.001
Efecto de Omega-3 en Salino

Pir D 3.38 1449 N 0.019
Cb I 3.17 1191 N 0.023
Efecto de Minociclina en Salino

IC 1&D 3.77 1513 T 0.004

Cb D 3.44 2595 T < 0.001
Efecto de NAC en MIS

Hipp D 5.01 3320 N < 0.001
BS 1&D 5.00 1922 N 0.004

RS I 4.00 3327 N < 0.001
BS 1&D 3.72 1053 N 0.028
OB 1&D 3.51 1521 N 0.009
Th 1&D 3.35 1014 N 0.029
SN I 3.35 1325 N 0.014

DRD 1&D 3.34 1290 N 0.014

Cb I 4.52 6214 0N < 0.001
IC 1&D 4.11 5486 0N < 0.001
Cb D 3.93 2979 (N < 0.001
HPT 1&D 3.26 1545 (N 0.004

CPu D 3.12 1267 (N 0.008
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Estructura Hemisferio T K / Pror cluster
Efecto de Omega-3 en MIS
OFC 1&D 5.76 4077 J < 0.001
AHA I 4.42 1095 4 0.006
I 3.87 3133 J < 0.001
SsC D 3.81 3118 4 < 0.001
Cb 1&D 3.48 1155 0 0.003
Efecto de Minociclina en MIS
Ect D 3.65 3133 J < 0.001
Th/HP I 3.46 1986 J 0.002
RS I 3.33 2123 J 0.002
S1 D 2.71 1170 J 0.019
b D 4.57 1596 0 0.004
D 3.73 1719 0 0.004

SUSTANCIA BLANCA (WM)

SPM Hemisferio T K / Pror cluster
Efecto de MIS en Salino
fmj I 3.67 2387 N2 < 0.001
Cb I 3.58 1833 N2 < 0.001
vsc 1&D 4.59 4673 (N < 0.001
1&D 4.35 3460 T < 0.001
HPT D 4.03 5454 T < 0.001
fmi D 3.64 1169 T < 0.001
cll D 3.51 1672 T < 0.001
cc I 3.23 1360 T < 0.001
D 3.17 1281 T < 0.001
Efecto de NAC en Salino
oc D 3.47 2260 N < 0.001
I 3.45 1171 N < 0.001
Efecto de Omega-3 en Salino
ol D 4.02 1994 0N < 0.001
I 3.39 1364 (N < 0.001
fi I 3.25 1160 (N < 0.001
Efecto de Minociclina en Salino
ec I 3.75 1142 J < 0.001
fmj D 3.72 1836 J < 0.001
Cb 1&D 3.27 1111 (N < 0.001
Efecto de NAC en MIS
fmj I 4.46 2241 N < 0.001
HPT 1&D 4.24 9183 J < 0.001
cic I 3.66 1210 J < 0.001
cc D 3.09 1285 J < 0.001
Cb D 4.35 12238 (N < 0.001
I 419 4447 (N < 0.001
fmj D 3.38 1028 (N < 0.001

Efecto de Omega-3 en MIS




SPM Hemisferio T K / Pror cluster
co D 5.62 5695 4 < 0.001
I 4.01 5078 4 < 0.001
HPT I 3.96 2078 4 < 0.001
D 3.47 1283 4 < 0.001
mt 1&D 3.00 1228 N < 0.001
fmi 1&D 5.65 2977 0N < 0.001
fmj D 3.81 1255 T < 0.001
Cb D 3.18 1475 T < 0.001
Efecto de Minociclina en MIS
HPT 1&D 4.90 11386 J < 0.001
cc D 4.03 2250 J < 0.001
cll I 3.43 2998 J < 0.001
cc I 3.24 1321 J < 0.001
b D 5.22 7734 0 < 0.001
I 4.82 6139 0 < 0.001

SPM Hemisferio T K / Pepr cluster

Efecto de MIS en Salino

3V 1&D 4.80 4690 (N < 0.001
Efecto de NAC en Salino

ov 1&D 3.82 1723 N < 0.001
D3V 1&D 3.47 1895 N < 0.001

Efecto de Omega-3 en Salino

Sin cambios estadisticamente significativos
Efecto de Minociclina en Salino

Sin cambios estadisticamente significativos
Efecto de NAC en MIS

3V |1&D 5.30 6966 J < 0.001
Aq I 5.29 1712 J < 0.001
LR4V D 2.43 1159 J 0.001
LV D 3.08 1270 oM < 0.001
Efecto de Omega-3 en MIS

3V 1&D 412 2064 N2 < 0.001
CSF (Me) D 3.12 1769 + < 0.001

Efecto de Minociclina en MIS
3V |&D 3.89 2068 N2 < 0.001
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ANEXO D: Cambios en los marcadores de inflamacion y estrés oxida-
tivo tras el tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante la peria-
dolescencia (Media £ SEM)

Tabla A3. En la tabla se muestran el promedio y la desviacion estandar de la media (SEM) de cada grupo, resultado
de los analisis de los diferentes marcadores de inflamacion y estrés oxidativo tras el tratamiento con N-acetilcis-
teina. Los parametros no normales ni homocedasticos y que fueron transformados se representan con un *.

T Salino VH Salino NAC MIS VH MIS NAC
Promedio SEM Promedio SEM Promedio SEM Promedio SEM
iNOS
Corteza prefrontal 100.000 2.970 97.350 4.933 134476 3.795 106.466 6.808
Hipocampo 100.030 4.950 105.417 8.389 110.465 5.833 90.857 4.748
Amigdala 99.890 2.226  107.078 4.833 134.156 5.423 129.963 4.818
Caudado-putamen 100.000 2.232  100.947 4.988 121.027 4.383 102.555 6.760
COX2
Corteza prefrontal 100.000 3.770 97.844 5.979 99.986 6.327 92.713 3.859
Hipocampo 100.415 6.712 84.872 6.067 90.715 6.725 74.063 8.908
Amigdala* 0.470 0.051 0.286 0.096 0.779 0.101 0.593 0.055
Caudado-putamen 100.001 5.452 91.878 8.250 111.521 11.919 87.000 7.666
MDA
Corteza prefrontal* 0.380 0.087 0.384 0.073 0.723 0.083 0.641 0.102
Hipocampo 0.533 0.088 0.521  0.075 0.435 0.055 0.519 0.091
Amigdala* 0.759 0.123 0.884 0.204 0.853 0.152 0.836 0.091
Caudado-putamen 0.890 0.027 0.755 0.132 0.961 0.134 1.045 0.118
KEAP1
Corteza prefrontal* 0.525 0.068 0.475 0.071 0.838 0.069 0.257 0.072
Hipocampo 100.520 4.939 83.877 7.290 90.815 5.199 71.753 5.633
Amigdala 100.001 3.628 96.669 5.953 130.383 7.835 109.589 8.136
Caudado-putamen 99.999 2.799 103.197 7.481 110.166 5.223 102.888 2.954
HO1
Corteza prefrontal 99.995 1.934 103.343 6.481 91.624 5.950 109.321 8.078
Hipocampo 100.079 1.968 108.390 5.024 90.864 8.433 99.730 6.993
Amigdala 99.989 2226 106.215 3.247 107.638 3.561 154.968 10.501
Caudado-putamen 99.999 3.602 111.799 9.307 99.213 5.937 116.669 5.405
NQO1
Corteza prefrontal* 0.583 0.038 0.534 0.102 0.336 0.090 0.675 0.122
Hipocampo 100.004 4.878 107.855 4.822 95.936 5.445 102.553 6.638
Amigdala 100.001 2.528 99.753  4.311 90.223 5.963 111.585 5.597
Caudado-putamen 100.000 1.271 99.231  5.109 98.078 5.356 100.634 8.635
NRF2
Corteza prefrontal* 0.376 0.079 0.489 0.085 0.696 0.123 0.549 0.086
Hipocampo 0.127 0.022 0.113 0.016 0.088 0.008 0.102 0.015
Amigdala* 0.411 0.094 0.585 0.116 0.444 0.066 0.688 0.099
Caudado-putamen 0.176 0.023 0.160 0.016 0.152 0.011 0.149 0.016

SOD



CAT

GPx

GSHootal

GSHiibre

GSSG

Marcadores

Corteza prefrontal*
Hipocampo
Amigdala*
Caudado-putamen

Corteza prefrontal*
Hipocampo
Amigdala*
Caudado-putamen*

Corteza prefrontal
Hipocampo*
Amigdala
Caudado-putamen

Corteza prefrontal
Hipocampo
Amigdala
Caudado-putamen

Corteza prefrontal
Hipocampo*
Amigdala
Caudado-putamen

Corteza prefrontal*
Hipocampo
Amigdala
Caudado-putamen

Salino VH

Promedio

0.496
2.696
0.548
3.242

0,638
5,969
0,604
0,786

21.307

0.559
29.883
67.571

1.352
6.373
6.565
11.666

1.086
0.559
4170
6.113

0.468
3.619
2.394
5.553

SEM Promedio

0.117
0.175
0.077
0.483

0.085
0.711
0.070
0.086

0.353
0.123
2171
6.522

0.143
0.849
1.005
1.763

0.122
0.123
0.915
0.946

0.078
0.422
0.228
0.822

Salino NAC
SEM
0.443 0.084
2,531 0.086
0.598 0.129
2.361 0.261
0.715 0.089
5133 0.545
0.461  0.109
0.444  0.067
22,096 1,303
0,560 0,072
25,042 1,981
53,526 4,356
1.398 0.162
5.634 0.383
5419 0.776
8.181 0.928
1.167 0.143
0.560 0.072
3.123  0.496
4.340 0.501
0.369 0.060
3.146  0.227
2296 0.284
3.840 0.430

MIS VH

Promedio
0.508
2.492
0.319
2.638

0.435
6.950
0.409
0.524

19,114

0,519
27,652
46,486

1.846
6.205
3.927
7.163

1.505
0.519
2132
3.837

0.590
3.648
1.795
3.326

MIS NAC

SEM Promedio SEM

0.060 0.681 0.120
0.132 2.667 0.179
0.078 0.664 0.071
0.361 2.638 0.361
0.056 0.340 0.111
0.718 6.393 0.517
0.071 0.654 0.126
0.090 0.374 0.098
0,606 22,790 1,810
0,074 0,490 0,131
1,734 27,482 1,793
8,311 44,813 4,046
0.254 2103 0.244
0.571 5.821 0.980
0.381 6.123 0.828
1.143 7.467 0.967
0.202 1.672 0.188
0.074 0.490 0.131
0.243 3.503 0.532
0.598 3.988 0.524
0.096 0.701 0.125
0.280 3.268 0.548
0.140 2.620 0.301
0.548 3.479 0.446
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ANEXO E: Cambios en losmarcadores de inflamacion y estrés oxidativo
tras el tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante la periado-
lescencia (ANOVA de 2 vias)

Tabla A4. En la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias para tres factores (MIS: efecto del Poly
I:C, Tratamiento: efecto de la NAC, ¢ Interaccion), resultado de los analisis de los diferentes marcadores de infla-
macion y estrés oxidativo tras el tratamiento con N-acetilcisteina. Los pardmetros no normales ni homocedéasticos
tras las transformaciones necesarias han sido analizados mediante el test de Kruskal-Wallis (KW).

10S MIS Tratamiento (NAC Interaccioén KW
iNOS
PFC Fa2e= 20.240 p<0.001"** Fp26= 10.010 p=0.004** Fq2= 6.851 p=0.014* -
HP Fuony= 0.09 p=0.744 Faonn= 1291 p=0.266 Fuony= 3.989 p=0.056 -
AA Fuze= 3.240 p<0.001"** Fpa= <0.001 p=0.999 Fuz= 2556 p=0.121 -

Cpu Fa28 = 5406 p=0.027* Fa2e= 3.241 p=0.083 Fa2e= 3.979 p=0.056 -
COX2

PFC Fuzry= 0.244 p=0.626 Faory= 0.818 p=0.374 Fuzry= 0.241  p=0.627 -
HP Fu2e= 2.037 p=0.164 Fa28= 5.021 p=0.033* Fa2e= 0.006 p=0.939 -
AA Fa2e= 15.080 p<0.001*** Fp05= 5457 p=0.027* Fa28 = <0.001 p=0.987 -
Cpu Fuze= 0.148 p=0.704 Fa28 = 3.569 p=0.069 Fa2= 0.900 p=0.351 -
MDA

PFC Faze= 11.940 p=0.002** Fp25= 0.199 p=0.659 Fu2= 0.240 p=0.628 -
HP Fu= 0410 p=0.527 Fua2e= 0.209 p=0.651 Fu2e= 0.371 p=0.548 -
AA Faz= 0.023 p=0.880 Fa2= 0.132 p=0.719 Fu= 0.226 p=0.638 -
Cpu p =0.398
KEAP1

PFC Fazry= 0.455 p=0.506 Fazry= 20.190 p<0.001*** Fpuon= 14.300 p<0.001***
HP Fuze= 3.496 p=0.072 Fa2e= 9.354 p=0.005" Fp.5= 0.043 p=0.837 -
AA Fa2e= 10.640 p=0.003"* Fp25= 3304 p=0.080 Fua= 1731 p=0.199 -
Cpu Fazry= 0927 p=0.344 Fazry= 0.159 p=0.693 Fazny= 1.047 p=0.315 -
HO1

PFC Fue= 0.039 p=0.845 Fu2e= 3.025 p=0.093 Fue= 1406 p=0.246 -
HP p =0.155
AA Fua2e= 22.980 p<0.001*** Fp5= 20.720 p<0.001*** Fp= 12.200 p =0.002**
Cpu Fuz= 0.102 p=0.752 Fa28 = 5.217 p=0.030* Fuaz2= 0.195 p=0.662 -
NQO1

PFC Fu= 0317 p=0.578 Fue= 2422 p=0.131 Fuaze = 4.324 p=0.047 -
HP Faze= 0727 p=0.401 Fuze= 1734 p=0.199 Fuz= 0.013 p=0.911 -
AA Fu2= 0.046 p=0.832 Fi28 = 4.853 p=0.036* Fa2e = 5.084 p=0.032* -

Cpu p =0.927
NRF2

PFC Fuzry= 3.925 p=0.058 Fuzry= 0.032 p=0.859 Fazny= 1.840 p=0.186 -

HP Fuze= 2437 p=0.130 Fu28 = <0.001 p=0.978 Fu2= 0.800 p=0.380 -

AA Fu2= 0500 p=0.485 Fu2e = 4.784 p=0.037* Fae= 0.134 p=0.037* -

Cpu p =0.888

SOD



10S

PFC F1.28) =
HP F1.28) =
AA F1.28) =
Cpu F1.28) =
CAT

PFC  Fuzs=
HP F1.28) =
AA F1,28) =
Cpu F1.28) =
GPx

PFC

HP F1.28) =
AA Fi1.2) =
Cpu Fi1.28) =
GSHotal

PFC F1.28) =
HP F1.28) =
AA Fi1.2) =
Cpu Fi1.28) =
GSHiire

PFC F1.28) =
HP F1.28) =
AA Fi1,2) =
Cpu Fi1.28) =
GSSG

PFC F1.28) =
HP F1.28) =
AA Fi1,2) =

CpU F(1128) =

MIS
1.608

0.053
0.780
0.191

10.930
3.171
<0.001
3.741

0.281
0.003
6.042

8.428
<0.001
1.530
4.380

7.682
0.281
1.929
3.883

5.999
0.037
0.313
4.926

p=0215
p=0.819
p=0.384
p=0.665

p = 0.003**
p=0.086
p = 0.999
p = 0.063

p = 0.600
p = 0.957
p = 0.020*

p = 0.007**
p =0.990
p=0.226
p = 0.045*

p = 0.009**
p = 0.600
p=0.176
p =0.059

p =0.021*
p=0.845
p =0.580
p = 0.035*

Tratamiento (NAC

F1.28) =
F1,28) =
F1,28) =

F1.28) =

F1,28) =
F1.28) =
F1,28) =

F1,28) =

F1,28) =
F1,28) =

F1,28) =

F1,28) =
F1,28) =
F1,28) =

F1,28) =

F1,28) =
F1,28) =
F(1,28) =

F1,28) =

F1.28) =
F1,28) =
F1,28) =

F1.28) =

0.370
0.001
4.608
1.379

0.010
1.225
0.278
8.209

0,018
1,690
1,681

0.538
0.585
0.451
1.629

0.552
0.018
0.073
1.478

0.004
1.196
2174
1.791

p = 0.547
p=0.975

p=0.041*

p = 0.250

p =0.920
p=0.278
p = 0.602

p = 0.008**

p = 0895
p = 0,.204
p = 0.205

p = 0.469
p =0.585
p =0.508
p=0212

p = 0.464
p=0.895
p=0.788
p=0.234

p = 0,947
p=0.283
p=0.151
p=0.192

F1,28) =
F1.28) =
F1.28) =

F1,28) =

F1.28) =
F1,28) =
F1.28) =

F1.28) =

F1,28) =
F1,28) =

F1,28) =

F1,28) =
F1,28) =
F1,28) =

F1,28) =

F1,28) =
F1,28) =
F1,28) =

F1,28) =

F1,28) =
F1,28) =
F1,28) =

F1,28) =

Interaccion
1.331 p=0.258
1.315 p=0.261
2.750 p=0.120
1379 p=0.250
0.976 p=0.331
0.049 p=0.826
3.978 p=0.056
1254 p=0272
0.021 p=0.886
1469 p=0.236
1.042 p=0.316
0.260 p=0.614
0.058 p=0.811
4570 p=0.041*
2311 p=0.140
0.067 p=0.798
0.021 p=0.886
4105 p=0.052
2.081 p=0.160
1,278 p=0.268
0.014 p=0.905
3.515 p=0.071
2558 p=0.121

KW
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ANEXO F: Cambios en los marcadores de inflamacion y estrés oxida-
tivo tras el tratamiento preventivo con Omega-3 durante la periadoles-
cencia (Media £ SEM)

Tabla AS5. En la tabla se muestran el promedio y la desviacion estandar de la media (SEM) de cada grupo, resultado
de los analisis de los diferentes marcadores de inflamacion y estrés oxidativo tras el tratamiento con omega-3. Los
parametros no normales ni homocedasticos y que fueron transformados se representan con un *.

Salino VH Salino Omega MIS VH MIS Omega
Marcadores
Promedio SEM Promedio SEM Promedio SEM Promedio SEM

iNOS

Corteza prefrontal 98.990 3.221 106.520 5.883 134.475 3.795 103.830 6.356

Hipocampo 101.117 5.577 89.193 7.796  110.465 5.833 90.847 8.137

Amigdala 98.867 2.163  104.565 4.986 134.156 5.423 116.793 9.391

Caudado-putamen 99.173 2.394 106.047 5.502 121.027 4.383 107.839 5.263
COX2

Corteza prefrontal 97.862 3.585 98.459 5.294 99.985 6.327 109.990 6.509

Hipocampo 99.410 7.663 81.898 5.785 90.715 6.726 92.092 5.917

Amigdala 101.491 2.119 93.755 3.856 118.507 6.257 114.575 7.719

Caudado-putamen 100.554 6.263 84.973 7.467 111.521 11.919 98.064 11.621
MDA

Corteza prefrontal* 0.409 0.086 0.441 0.071 0.671 0.061 0.567 0.172

Hipocampo 0.580 0.086 0.396 0.052 0.435 0.055 0.442 0.066

Amigdala 0.699 0.124 0.769 0.100 0.853 0.152 0.773 0.261

Caudado-putamen 1.080 0.176 0.887 0.093 0.961 0.134 0.728 0.085
KEAP1

Corteza prefrontal 99.686 3.333 106.244 4109 129.300 8.367 83.840 5.820

Hipocampo 97.498 4.510 73.325 5.958 90.815 5.200 84.314 9.778

Amigdala 100.102 4.188 99.049 3.995 130.383 7.835 124.827 6.828

Caudado-putamen 99.307 3.132 105.869 6.423 110.166 5.223  120.229 4.836
HO1

Corteza prefrontal 100.854 2.002 102.780 4.845 91.624 5.950 96.161 5.200

Hipocampo 100.885 2.072 100.978 6.613 90.864 8.434 101.532 5.147

Amigdala* 1.997 0.011 2.128 0.026 2.030 0.014 2.282 0.029

Caudado-putamen 101.482 3.791 137.818 8.303 99.213 5.937 127935 5.167
NQO1

Corteza prefrontal 99.667 2.566 96.593 4.003 81.061 6.939 95.465 7.289

Hipocampo* 1.995 0.025 2.011 0.054 1.977 0.024 2.046 0.076

Amigdala 101.504 2.347 107.130 3.804 90.223 5.963 131931 7.814

Caudado-putamen 100.709 1.218  100.095 4.115 98.078 5.356 101.120 7.128
NRF2

Corteza prefrontal 0.078 0.007 0.088 0.013 0.107 0.014 0.115 0.012

Hipocampo 0.112 0.011 0.099 0.005 0.088 0.008 0.118 0.019

Amigdala 0.159 0.026 0.228 0.065 0.154 0.012 0.211 0.039

Caudado-putamen 0.154 0.010 0.169 0.012 0.152 0.011 0.135 0.013

SOD



Salino VH Salino Omega MIS VH MIS Omega

Marcadores
Promedio SEM Promedio SEM Promedio SEM Promedio SEM
Corteza prefrontal 2.759 0.185 2.899 0.201 2.856 0.077 2424 0.217
Hipocampo 2.690 0.202 3.034 0.122 2492 0.132 2.017 0.057
Amigdala 2.845 0.206 3.195 0.222 2272 0.115 2.522 0.250
Caudado-putamen 3.465 0.494 3.286 0.439 2125 0.204 2.564 0.470
CAT
Corteza prefrontal 5.872 0.448 5.006 0.497 4,862 0.167 5.008 0.449
Hipocampo 5.552 0.665 7.458 0.591 6.950 0.718 4443 0.714
Amigdala 9.156 0.548 8.638 0.636 7.474 0.443 6.387 0.410
Caudado-putamen 11.659 1.350 13.451 2.093 7.523 0.694 10.776  2.039
GPx
Corteza prefrontal 21.461 0.375 22.074 1.575 19.113 0.607 23.444 1.362
Hipocampo 29.368 3.433 28.014 1.273 29.199 2.129 22917 0.731
Amigdala 30.795 2.275 23.523 2.340 27.652 1.734 23.983 1.630
Caudado-putamen 71.035 6.381 64.497 6.799 46.486 8.311 54.097 9.281
GSHtotal
Corteza prefrontal* 0.340 0.110 0.554 0.090 0.537 0.072 0.646 0.120
Hipocampo 6.746 0.881 5.975 0.622 6.205 0.571 4.084 0.305
Amigdala 6.882 1.101 6.289 0.801 3.927 0.381 4.048 0.470
Caudado-putamen 12.183 1.946 12.134 2.277 7.163 1.143 6.864 1.391
GSHiibre
Corteza prefrontal 1.122 0.134 1.587 0.262 1.505 0.202 2.397 0.545
Hipocampo* 0.441 0.062 0.384 0.043 0.392 0.042 0.278 0.033
Amigdala 4434 1.012 3.571 0.494 2132 0.243 2170 0.232
Caudado-putamen 6.363 1.053 6.389 1.161 3.837 0.598 3.675 0.750
GSSG
Corteza prefrontal* 0.280 0.029 0.367 0.068 0.341 0.057 0.500 0.116
Hipocampo 3.807 0.436 3.453 0.316 3.648 0.280 2.153 0.168
Amigdala 2.448 0.255 2.718 0.332 1.795 0.140 1..878 0.241

Caudado-putamen 5.819 0.898 5.744 1.118 3.326 0.548 3.190 0.641



Anexos

ANEXO G: Cambios en los marcadores de inflamacion y estrés oxida-
tivo tras el tratamiento preventivo con Omega-3 durante la periadoles-
cencia (ANOVA de 2 vias)

Tabla A6. En la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias para tres factores (MIS: efecto del Poly
I:.C, Tratamiento: efecto del Omega-3, e Interaccion), resultado de los analisis de los diferentes marcadores de
inflamacion y estrés oxidativo tras el tratamiento con minociclina.

10S MIS Tratamiento (omega-3) Interaccion
iNOS
PFC Fi,26= 10.700 p=0.003** Fa26 = 5.317 p=0.029* Fi,26 = 14.500 p <0.001***
HP Fi26= 0.625 p=0.436 Fa26= 5.139 p=0.032* Fu1,.26 = 0.306 p=0.585
AA Fi,260= 15.910 p <0.001*** Fa1,.26= 0.923 p=0.346 Fu1,.26= 3.778 p=0.063

Cpu Fi20= 6.499 p=0.017* Fu1,.26= 0.463 p=0.502 Fi26 = 4.678 p=0.040*
COX2

PFC Fi26= 1476 p=0.235 Fi1,.26= 0.890 p=0.354 Fu1,.26= 0.701 p=0.410
HP Fui26= 0.013 p=0.910 Fu26= 1514 p=0.229 Fu1,.26= 2.075 p=0.162
AA Fi,26= 12.160 p=0.002** Fi26= 1.156 p=0.292 Fu.26= 0.123 p=0.729
Cpu Fu.26= 1.527 p=0.228 Fu26 = 2224 p=0.148 Fi26= 0.012 p=0.194
MDA

PFC Fr2ey= 3.818 p=0.062 Fazey= 0.130 p=0.721 Fa2ey= 0.473 p=0.498
HP Fruz2e= 0578 p=0.454 Fa26= 1.854 p=0.185 Fa26= 2.162 p=0.153
AA Faz2e)= 0.224 p=0.640 Fa.26)= <0.001 p=0.976 Fa26)= 0.199 p=0.659
Cpu Faenn= 1.251 p=0.273 Faznn= 2.953 p=0.097 Fazry= 0.025 p=0.875
KEAP1

PFC Frz2ey= 0.373 p=0.546 Fa26= 10.870 p=0.003** Fa26= 19.440 p<0.001***
HP Frz2ey= 0.107 p=0.746 Fa26= 5.455 p=0.027* Fa26y= 1.810 p=0.190
AA Frz2e)= 21.710 p<0.001***  Fpu2= 0.302 p=0.587 Fa2ey= 0.140 p=0.711
Cpu Frz2e)= 5.900 p=0.022 Faze= 2.564 p=0.121 Fa26y= 0.114 p=0.739
HO1

PFC Fr26= 2650 p=0.116 Fa26y= 0.441 p=0.513 Fa26y= 0.072 p=0.791
HP Fr2= 0563 p=0.460 Fa2e)= 0.728 p=0.401 Fa2ey= 0.702 p=0.410
AA Fr2e= 18.620 p<0.001***  Fp2= 77.420 p<0.001*** F@u2e= 7.705 p=0.010*
Cpu Fr2e)= 0.948 p=0.339 Fa2e)= 27.180 p<0.001*** Fpu20= 0.372 p=0.547
NQO1

PFC Fr2e= 3.097 p=0.090 Fa2e)= 1.021 p=0.322 Fr2e)= 2.430 p=0.131
HP Frt2ey= 0.030 p=0.864 Fa2ey= 0.746 p=0.400 Fa2e)= 0.294 p=0.593
AA Fr2e= 1585 p=0.219 Fi26= 19.430 p<0.001*** Fu2= 11.290 p=0.002**
Cpu Fr2ey= 0.026 p=0.872 Fa260= 0.060 p=0.808 Fa2ey= 0.137 p=0.715
NRF2

PFC Fr2e = 5.538 p=0.026* Fa1260= 0.588 p=0.450 Fa126)= 0.003 p=0.960
HP Fa2s = 0.051 p=0.823 Faz2s= 0.526 p=0.475 Fa2s = 3.403 p=0.077
AA Fu26= 0.070 p=0.794 Fa2e = 2.287 p=0.142 Fr26)= 0.024 p=0.879
Cpu Fu260= 2405 p=0.133 Fr260= 0.004 p=0.949 Fr260= 1.833 p=0.187
SOD

PFC Fa26= 1.155 p=0.292 Fa26)= 0.684 p=0.416 Fr26= 2.643 p=0.116



10S

HP F1,25) =
AA F(1,24y =
Cpu F1,27y =
CAT

PFC F(1,26) =
HP F1,26) =
AA F(1,25 =
Cpu F1,27y =
GPx

PFC F1,25 =
HP F(1,26) =
AA F(1,26) =
Cpu F,27) =
GSHtotal

PFC F(1,25) =
HP F(1,26) =
AA F(1,25 =
Cpu F,27) =
GSHiibre

PFC F1,26) =
HP F1,26) =
AA F(1,25 =
Cpu F@,27 =
GSSG

PFC F(1,26) =
HP F(1,26) =
AA F(1,25 =

Cpu F@,27 =

MIS

18.230 p <0.001**

9.966
6.207

1.528
1.435
13.460
4.160

0.176
1.561
0.435
4.902

2.215
3.759
11.870
8.750

3.568
2.834
9.944
8.248

1.749
5.400
8.480
9.247

p = 0.004**
p=0.019*

p =0.227
p = 0.242
p = 0.001*
p = 0.051

p=0678
p =0.223
p=0515
p = 0.035*

p = 0.149
p = 0.063

p = 0.002**
p = 0.006**

p =0.070
p =0.104
p = 0.004**
p = 0.009**

p=0.198

p = 0.028*
p = 0.007*
p = 0.005**

Tratamiento (omega-3)

F1,25 =
F(1,24) =
F,27 =

F1,26) =
F1,26) =
F1,25 =
F,27 =

F1,25 =
F1,26) =
F1,26) =
Fa,2n =

F(1,25 =
F1,26) =
F(1,25 =
Fa,2n =

F1,26) =
F1,26) =
F(1,25 =
Fa,2n =

F(1,26) =
F(1,26) =
F(1,25 =
Fa,2n =

0.211
2.319
0.098

0.782
0.199
2.240
2.282

4.519
3.284
7.225
0.005

2.772
5.314
0.098
0.010

4.614
3.414
0.494
0.006

2.851
8.667
0.471
0.016

p = 0.650 F(1,25 =
p =0.141 F(1,24) =
p=0.757 Fa27) =

p =0.385 F(1,.26) =
p =0.659 F(1,26) =
p =0.147 F(1,25 =
p =0.142 Fa,27 =

p = 0.044* F(1,25 =
p =0.081 F1,.26) =
p=0.012* F1,.26) =
p = 0.946 Fa,2n =

p=0.108 F1,25) =
p = 0.029* F1,.26) =
p=0.756 F1,25) =
p =0.921 Fa27) =

p =0.041* F(1,26) =
p=0.076 F1,.26) =
p =0.489 F(1,25 =
p = 0.941 Fa27) =

p=0.103 F1,.26) =
p = 0.008** F1,.26) =
p =0.499 F1,25) =
p =0.899 Fa27) =

Interaccién

8.299
0.064
0.558

1.538
10.690
0.281
0.191

2.556
1.368
0.784
0.803

0.298
1.157
0.224
0.005

0.458
0.391
0.588
0.011

0.241
3.295
0.132
0.001

p = 0.008**
p = 0.803
p = 0.461

p = 0.226
p = 0.003*
p = 0.601
p = 0.665

p=0.122
p =0.253
p =0.384
p =0.378

p = 0.590
p = 0.292
p = 0.640
p =0.943

p = 0.505
p =0.537
p = 0.450
p=0.918

p =0.628
p =0.081
p=0.719
p=0.971



Anexos

ANEXO H: Cambios en los marcadores de inflamacion y estrés oxida-
tivo tras el tratamiento preventivo con minociclina durante la periado-
lescencia (Media £ SEM)

Tabla A7. En la tabla se muestran el promedio y la desviacion estandar de la media (SEM) de cada grupo, resultado
de los analisis de los diferentes marcadores de inflamacion y estrés oxidativo tras el tratamiento con minociclina.
Los parametros no normales ni homocedasticos y que fueron transformados se representan con un *.

R Salino VH Salino MIN MIS VH MIS MIN
Promedio SEM Promedio SEM Promedio SEM Promedio SEM
iNOS
Corteza prefrontal 100.000 2.967 110.201 5.203  134.475 3.795 105.227 6.208
Hipocampo 100.030 4.950 95.884 9.164 110.465 5.833 97.276  6.641
Amigdala 99.890 2.226  108.353 5.817 134.156 5.423 119.476 9.156
Caudado-putamen 100.000 2.232 96.617 3.838  121.027 4.383 99.153 5.747
COX2
Corteza prefrontal 100.000 3.770 104.073 7.024 99.985 6.327 105.851 8.331
Hipocampo 100.415 6.712 101.463 7.874 90.715 6.726 92.094 9.572
Amigdala 100.908 1.925 94402 4.792 118.507 6.257 102.027 2.320
Caudado-putamen 100.001 5.452 89.719 8.690 111.521 11.919 96.031 7.194
MDA
Corteza prefrontal* 0.450 0.078 0.338 0.105 0.709 0.077 0.594 0.080
Hipocampo* 0.524 0.117 0.645 0.100 0.510 0.067 0.388 0.095
Amigdala 0.759 0.123 0.857 0.166 0.853 0.152 1.016 0.269
Caudado-putamen 1.045 0.156 0.786 0.099 0.961 0.134 0.934 0.110
KEAP1
Corteza prefrontal* 0.389 0.071 0.313 0.079 0.713 0.083 0.676 0.074
Hipocampo 100.521 4.939 68.903 4.654 90.815 5.200 81.055 7.339
Amigdala 100.001 3.628 92.672 3.305 130.383 7.835 118.134 4.843
Caudado-putamen 99.999 2.799 96.734 8.546 110.166 5.223 113.575 5.153
HO1
Corteza prefrontal 99.997 1.934  103.450 7.858 91.624 5950 121.860 6.670
Hipocampo 100.078 1.968 100.116 4.663 90.864 8.434 111.902 11.189
Amigdala 99.989 2.226  113.438 4.552 107.638 3.561 164.248 12.481
Caudado-putamen 99.998 3.602 107.006 5.461 99.213 5.937 120.311 7.843
NQO1
Corteza prefrontal 99.999 2.247 95.984 6.859 81.061 6.939 89.691 7.399
Hipocampo 100.004 4.878 113.509 6.320 95938 5.445 124.587 5.951
Amigdala 100.001 2.528 99.259 10.165 90.223 5.963 116.742 8.061
Caudado-putamen 100.000 1.271 103.669 4.385 98.078 5.356  100.403 6.762
NRF2
Corteza prefrontal* 0.409 0.075 0.595 0.096 0.621 0.120 0.454 0.092
Hipocampo* 0.609 0.085 0.501 0.136 0.405 0.107 0.559 0.063
Amigdala 0.155 0.023 0.162 0.023 0.154 0.012 0.178 0.027
Caudado-putamen* 0.537 0.082 0.514 0.125 0.473 0.079 0.545 0.106

SOD



CAT

GPx

GSHhotal

GSHiibre

GSSG

Marcadores

Corteza prefrontal
Hipocampo
Amigdala
Caudado-putamen

Corteza prefrontal
Hipocampo
Amigdala
Caudado-putamen*

Corteza prefrontal
Hipocampo
Amigdala
Caudado-putamen*

Corteza prefrontal*
Hipocampo**
Amigdala
Caudado-putamen*

Corteza prefrontal*
Hipocampo*
Amigdala
Caudado-putamen*

Corteza prefrontal*
Hipocampo
Amigdala
Caudado-putamen

Salino VH

Promedio

2.831
2.696
2.791
3.242

5.808
5.969
8.945
3.386

21.306
29.604
20.883

6.025

0.383
2.589
6.565
1.024

0.060
1.349
4170
0.744

0.415
3.619
2.394
5.553

SEM Promedio

0.176
0.175
0.187
0.483

0.393
0.711
0.520
0.183

0.352
2.982
2171
0.152

0.143
0.181
1.005
0.078

0.152
0.212
0.915
0.078

0.066
0.422
0.227
0.822

Salino MIN MIS VH MIS MIN
SEM Promedio SEM Promedio SEM
2732 0.144 2.856 0.077 2917 0.217
2.883 0.127 2492 0.132 2.646 0.185
2.618 0.140 2272 0.115 3.190 0.369
2.635 0.637 2125 0.204 3.849 0.499
4.843 0.493 4862 0.167 4554 0.543
6.589 0.599 6.950 0.718 5.560 0.271
8.106 0.743 7.474 0.443 8.584 0.901
3.246 0.267 2.867 0.137 2.382 0422
19.628 0.993 19.113 0.607 21.501 1.424
25.493 0.554 29.199 2.129 22462 1.116
26.933 3.358 27.652 1.734 30.556 2.404
5.670 0.140 5.384 0.251 5.823 0.226
0.751 0.292 0.807 0.171 1.201 0.298
2.390 0.093 2.598 0.116 2.071 0.112
5.352 0.939 3.927 0.381 6.850 0.876
0.855 0.086 0.821 0.064 0.920 0.049
0.452 0.285 0.515 0.168 0.865 0.319
1.216 0.099 1.302 0.140 0.862 0.138
2.921 0.538 2132 0.243 3.776 0.545
0.578 0.085 0.551 0.063 0.645 0.050
0.396 0.123 0.519 0.074 0.721 0.091
2.955 0.181 3.648 0.280 2415 0.162
2430 0418 1.795 0.140 3.075 0.361
3.915 0.871 3.326 0.548 4.084 0.507



Anexos

ANEXO I: Cambios en los marcadores de inflamacion y estrés oxidativo
tras el tratamiento preventivo con minociclina durante la periadolescen-
cia (ANOVA de 2 vias)

Tabla A8. En la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias para tres factores (MIS: efecto del Poly
I:C, Tratamiento: efecto de la minociclina, e Interaccion), resultado de los analisis de los diferentes marcadores de
inflamacion y estrés oxidativo tras el tratamiento con minociclina.

108 MIS Tratamiento (minociclina) Interaccion
iINOS
PFC Fi1,28 = 9.800 p=0.004** Fi1,28 = 4.085 p=0.053 Fr28 = 17.520 p <0.001***
HP Fr28 = 0.749 p=0.394 Fu128= 1.610 p=0.215 Fr28 = 0438 p=0.513

AA F1,28)= 13.550 p=0.001** Fi128 = 0254 p=0.618 Fa28= 3.523 p=0.071
Cpu Fr28= 7.716 p=0.009** Fr28 = 8.865 p=0.006"* Fa28 = 4.752 p=0.039"
COX2

PFC Fi128 = 0.018 p=0.894 Fr28y= 0571 p=0.456 Fr28 = 0.019 p=0.892

HP Fr28 = 1.491 p=0.232 Fu128 = 0.024 p=0.878 Fr,28 = <0.001 p=0.983
AA Fi,28 = 8.935 p=0.006** Fi,28= 7.420 p=0.011* Faeey= 1.397 p=0.247
Cpu Fr,28= 1.063 p=0.311 Fu28)= 2.221 p=0.147 Fr28= 0.091 p=0.765
MDA

PFC Fi,27= 8.811 p=0.006** Fa2ny= 1.718 p=0.201 Fa27y= <0.001 p=0.989
HP Faon= 2.027 p=0.166 Fa2n= <0.001 p=0.993 Faznn= 1.623 p=0.213
AA Fi,28 = 0.463 p=0.502 Fi128 = 0494 p=0.488 Fr28= 0.032 p=0.859
Cpu Fr28 = 0.065 p=0.800 Fr2e= 1.261 p=0.271 Fin28y= 0.838 p=0.368
KEAP1

PFC Fa27= 20.080 p<0.001"** Fpu27= 0540 p=0.469 Fa27y= 0.067 p=0.798
HP Fr28 = 0.047 p=0.830 Fr28= 13.490 p=0.001** Far28= 3.763 p=0.062
AA Fi1,28 = 28.630 p<0.001*** Fpu28= 3.519 p=0.071 Fae8)= 0.222 p=0.641
Cpu Fr28 = 5415 p=0.027* Fr1.28)= <0.001 p=0.990 Fa2sy= 0.331 p=0.570
HO1

PFC Fi28 = 0.693 p=0.412 Fi,28 = 7.807 p=0.009** Fr28 = 4.934 p=0.035"
HP Fr28= 0.030 p=0.864 Fr28= 2.001 p=0.168 Fr28= 1.987 p=0.170

AA Fi,28 = 17.600 p<0.001*** Fpu28 = 25.280 p<0.001*** Fp28= 9595 p=0.004*
Cpu Fr28= 1.123 p=0.298 Fr28 = 5.660 p=0.024* Fr2s= 1.423 p=0.243
NQO1

PFC Fi,28 = 4.108 p=0.052 Fi128 = 0.137 p=0.714 Fa2ey= 1.032 p=0.318

HP Fr28 = 0.382 p=0.542 Fr2s = 13.800 p<0.001"** F@u2s= 1781 p=0.193
AA Fi,28 = 0.282 p=0.599 Fi,28 = 3.160 p=0.086 Fa28= 3.535 p=0.070
Cpu Fr28 = 0.283 p=0.599 Frz2s= 0.377 p=0.544 Far28y= 0.019 p=0.891
NRF2

PFC Fa27y= 0.134 p=0.712 Fi27y= 0.009 p=0.923 Fazry= 3.410 p=0,076
HP Fi126 = 0.533 p=0.472 Fi126= 0.054 p=0.818 Fr2e= 1.698 p=0.204
AA Frz2sy= 0.127 p=0.724 Faz2sy= 0512 p=0.480 Fa28y= 0.149 p=0.702
Cpu Fu127y= 0.027 p=0.870 Fu27y= 0.059 p=0.810 Faery= 0.224 p=0.640



10S

SOD

PFC F1,28) =
HP F1,28) =
AA F(1,28) =
Cpu F1,28) =
CAT

PFC F(1,28) =
HP F(1,28) =
AA F(1,28) =
Cpu F(1,28) =
GPx

PFC F1,27) =
HP Fa2n =
AA F1,28) =
Cpu F1,28) =
GSHiuotal

PFC F(1,28) =
HP F1,28) =
AA F1,28) =
Cpu F1,28) =
GSHiibre

PFC F1.28) =
HP F(1,28) =
AA F1,28) =
Cpu F(1,28) =
GSSG

PFC F1,27) =
HP F1,28) =
AA F1,28) =

Cpu F(1,28) =

MIS

0.425
1.975
0.013
0.010

2117
0.001
0.537
6.332

0.027
0.737
0.078
1.517

3.412
1.432
0.462
0.964

3.213
1.722
0.944
0.810

5.837
0.830
0.005
2.125

Tratamiento (minociclina)

p =0.520 F(1,28) =

p=0.171 F(1,28) =
p =0.909 F(1,28) =
p =0.921 F(1,28) =

p=0.157 F1,28) =
p =0.969 F(1,28) =
p=0.470 F1,28) =
p=0.018* F(1,28) =

p =0.870 F27) =
p =0.398 F27) =
p=0.782 F1,28) =
p=0.228 F1.28) =

p =0.075 F(1,28) =
p =0.242 F1,28) =
p =0.502 F(1,28) =
p=0.335 F1.28) =

p =0.084 F1,28) =
p =0.200 F1.28) =
p =0.339 F1.28) =
p=0.376 F1.28) =

p =0.023* F27) =
p =0.370 F1.28) =
p =0.942 F1,28) =
p=0.156 F1.28) =

0.014
1.185
2.724
1.345

2.248
0.408
0.040
1.291

0.135
7.354
<0.001
0.045

2.594
7.801
1.043
0.245

2.345
3.502
0.105
0.255

1.063
11.420
4.593
0.389

p =0.908 F(1,28) =

p =0.286 F(1,28 =
p=0.110 F(1,28) =
p =0.256 F(1,28 =

p =0.145 F(1,28) =

p=0.528 F(1,28) =
p =0.842 F(1,28) =
p =0.265 F(1,28) =

p=0.716 Fa27) =
p=0.011* Fa,2n =
p =0.993 F1,28) =

p=0.834 F(1,28) =
p=0.118 F(1,28) =
p = 0.009** F(1,28) =
p=0.316 F(1,28) =

p =0.623 F1,.28) =

p=0.137 F1,28) =

p=0.072 F(1,28) =
p=0.748 F(1,28 =
p=0.617 F(1,28 =

p=0.312 Fa27) =
p = 0.002** F1,28) =
p =0.041* F1,28) =
p=0.538 F1,28) =

Interaccion

0.246
0.011
5.840
5.844

0.597
2.783
2.075
0.394

4.428
0.431
1.383
4.012

0.003
1.589
6.100
3.596

0.007
1.012
5.642
3.402

1.558
1.027
4.104
2.880

p=0.624
p=0917
p = 0.022*
p = 0.022*

p = 0.446
p =0.106
p =0.161
p=0535

p = 0.045*
p=0517
p = 0.249
p = 0.055

p = 0.956
p=0218
p = 0.020*
p = 0.068

p =0.933
p=0.323
p = 0.025*
p =0.076

p =0.223
p =0.320
p = 0.052
p=0.101
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ANEXO J: Cambios conductuales y neuroanatomicas tras el trata-
miento preventivo con N-acetilcisteina durante 7 dias durante la gesta-
cion (ANOVA de 2 vias)

Tabla A9. En la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias para tres factores (MIS: efecto del Poly
I:C, Tratamiento: efecto de la N-acetilcisteina durante 7 dias, e Interaccion), resultado de los analisis conductuales
(laberinto en T y laberinto en cruz elevado) y neuroanatémicos (ROIs, DTT y Hi-MRS) tras el tratamiento con N-
acetilcisteina durante 7 dias.

Prueba
Laberintoen T

N° de alternancias

F1,.40) =

Laberinto en cruz elevado

Brazos abiertos
Brazos cerrados
N° de asomos

Volumetria: regiones de interés

Cerebro

Corteza prefrontal
Corteza

Hipocampo
Ventriculos

Cuerpo calloso
Cerebelo

DTI

Cuerpo calloso (FA)
Cuerpo calloso (MD)

Corteza (FA)

Corteza (MD)
Hipocampo (FA)
Hipocampo (MD)
H:-MRS

GPC + PCh (PFC)
NAA + NAAG (PFC)
Glu + GIn (PFC)
MMO9 + Lip09 (PFC)
MM20 + Lip20 (PFC)
GPC + PCh (HP)
NAA + NAAG (HP)
Glu + GIn (HP)
MMO9 + Lip09 (HP)
MM20 + Lip20 (HP)

F(1,.40) =
F(1,40) =
F(1,.40) =

F,33 =
F,33) =
F33 =
F,33) =
Fa32) =
F1,32) =
F33 =

F133) =

Faan =

F1,26) =
Faay =
F(1,31) =
Faay =
F,30) =
F1,28) =
F(1,31) =

F1,30 =
F1,25) =

MIS

3.260

0.612
0.841
12.380

18.620
10.780
3.080
9.856
4.498
4.987
15.240

1.343

0.371

0.001
0.105
0.139
0.622
2.056
2.220
291

4.802
5.405

p=0.078 F<1,40) =
p=0438 F(1'40) =
p=0.365 F<1,40) =
p=0001 ** F(1'40) =
p<0.001*** F,33) =
p=0.002** F(1'33) =
p=0.089 F<1,33) =
p=0.004** F(1'33) =
p=0.042* F<1'32) =
p=0.033*  Fuap)=
p<0.001 el F<1'33) =
p=0.255 F<1'33) =
p=0.547 F(1,31) =
p=0.968 F(1'26) =
p=0747 F(1,31) =
p=0712 F(1,31) =
p=0436 F(1,31) =
p=0162 F(1,30) =
p=0147 F(1'23) =
p=0098 F(1,31) =
p=0036* F(1,30) =
p=0028* F(1'25) =

NAC7d

0.011

12.270
9.906
5.053

1.077
6.336
10.340
9.830
1.409
35.210
5.875

2.966

2.644

0.652
0.024
1.114
2.037
0.443
1.317
<0.001

11.340
8.929

p=0.91 6 F(1.40) =
p=0001 ** F(1,40> =
p=0.003** F(1.40) =
p=0030* F(1,40> =
p=0.307 F(1.33) =
p=001 7* F(1,33> =
p=0.003** F(1.33) =
p=0.004** F(1,33> =
p=0.244 F(1132) =
p<0001 bl F(1,32) =
p=0.021 * F(1133) =
p=0.094 F(1133) =
p=0.114 F(1y31) =
p=0427 F(1,25) =
p=0878 F(1131) =
p=0299 F(1,31) =
p=0. 163 F(1131) =
p=051 1 F(1,30) =
p=0261 F(1123) =
p=0983 F(1,31) =
p=0.002** F(1,30) =
p=0.006** F(1125) =

Interaccion

1.365 p=0.250
5.435 p=0.025*
4.234 p=0.044*
5.854 p=0.020*
0.171 p=0.682
0.002 p=0.968
4.063 p=0.052
2513  p=0.122
6.394 p=0.017*
5.100 p=0.031*
0.312 p=0.576
26.040 p<0.001***
0.503 p=0.484
0.676  p=0.418
0.472 p=0.497
0.041 p=0.840
0.938 p=0.340
0.032 p=0.860
1.178 p=0.287
0.396 p=0.534
1.635 p=0.211
0.189 p=0.669

KW

p=0.002**
p=0.919
p=0.001**

p<0.001***



ANEXO K: Cambios conductuales y neuroanatomicas tras el trata-
miento preventivo con N-acetilcisteina durante 21 dias durante la gesta-
cion (ANOVA de 2 vias)

Tabla A10. En la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias para tres factores (MIS: efecto del Poly
I:C, Tratamiento: efecto de la N-acetilcisteina durante 21 dias, e Interaccion), resultado de los analisis conductuales
(laberinto en T y laberinto en cruz elevado) y neuroanatomicos (ROIs, DTI y Hi-MRS) tras el tratamiento con

NAC durante 21 dias.

Prueba
Laberintoen T
N° de alternancias F1,39) =

Laberinto en cruz elevado

Brazos abiertos F(1.40) =
Brazos cerrados F(1.40) =
N° de asomos F(1.40) =

Volumetria: regiones de interés

Cerebro Fi133) =
Corteza prefrontal F133 =
Corteza F133 =
Hipocampo F133 =
Ventriculos Fa2 =
Cuerpo calloso Fa2 =
Cerebelo Fi33) =
DTI

Cuerpo calloso (FA)  F33 =
Cuerpo calloso (MD)

Corteza (FA)

Corteza (MD)

Hipocampo (FA) Faan =
Hipocampo (MD)

H-MRS

GPC + PCh (PFC) F1,26) =
NAA + NAAG (PFC)  Fugan =
Glu + GIn (PFC) Faan =
MMO09 + Lip09 (PFC) Fugar =
MM20 + Lip20 (PFC)  F29 =

GPC + PCh (HP) F1.28) =
NAA + NAAG (HP) Faan =
Glu + GIn (HP)

MMO09 + Lip09 (HP) F1,30) =
MM20 + Lip20 (HP) F1,25 =

MIS

0.103

0.391
0.002
7.861

1.662
3.177
0.985
6.560
3.980
0.056
2.393

10.990

0.195

0.500
0.118
0.702
0.451
0.244
6.303
0.779

0.011
0.549

p=0.750

p=0.535
p=0.965
p=0.008**

p=0.206
p=0.084
p=0.328
p=0.015*
p=0.055
p=0.814
p=0.436

p=0.002**

p=0.662

p=0.487
p=0.734
p=0.408
p=0.507
p=0.625
p=0.018*
p=0.384

p=0.918
p=0.465

F(1.39) =

F(1.40) =
F1.40) =

F140) =

Fi133 =
F133 =
F133 =
Fr,33) =
F1,32) =
F1,32) =

F1,33 =

F1,33 =

Faan =

F1,26) =
Faan =
Faan =
Faan =
F1,209) =
F1,20) =

F(1,31) =

F1,30 =

F(1,25) =

NAC21d

1187  p=0.283
6.306 p=0.016*
9.348 p=0.004**
8.099 p=0.007**
0.842 p=0.365
0.600 p=0.447
1.245 p=0.273
6.319 p=0.017*
0.392 p=0.536
32.030 p<0.001***
0622 p=0.436
16.400 p<0.001***
2452 p=0.127
4538 p=0.043*
2.856  p=0.101
0.097 p=0.757
8.367 p=0.007**
4.716  p=0.038*
7612 p=0.010*
0691 p=0.412
3.438 p=0.074
6.019 p=0.021*

F1,39) =

F(1,40) =
F(1,40) =

F(1,40) =

F1,33) =
F1,33) =
F1,33) =
F1,33) =
F1,32) =
F1,32) =

F1,33 =

F1,33 =

Faan =

F1,26) =
Fasn =
Fasn =
Fasn =
F1,20) =
F1,20) =

F(1,31) =

F1,30 =

F(1,25) =

Interaccion
0.080 p=0.778
11.110 p=0.002**
12.030 p=0.001**
20.160 p<0.001***
9.351 p=0.004**
2.898 p=0.099
0.547 p=0.465
5512 p=0.025*
2.325 p=0.137
22.750 p<0.001***
9.220 p=0.005**
6.527 p=0.015*
0.272 p=0.606
0.111  p=0.742
0.001 p=0.972
0.460 p=0.502
0.183 p=0.671
0.829 p=0.370
0.015 p=0.903
0.800 p=0.379
0.778 p=0.385
0.795 p=0.381

KW

p=0.002**
p=0.919
p=0.001**

p<0.001***
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ANEXO L: Alteraciones en la morfometria cerebral tras el tratamiento
preventivo con N-acetilcisteina durante la gestacion

Tabla A11. En la tabla se muestran todos los resultados significativos (prpr cluster < 0.05, k > 1000) encontrados
en el analisis de VBM y SPM tras el tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante la gestacion. Abreviaturas:
3V: tercer ventriculo, 4V: cuarto ventriculo, ac: comisura anterior, Aul: corteza auditoria primaria, BS: tronco
cerebral, Cb: cerebelo, cc: cuerpo calloso, cp: pedinculo cerebral, CPu: caudado-putamen, csc: comisura del coli-
culo superior, ctg: tracto tegmental central, D3V: tercer ventriculo dorsal, dIf: fasciculo longitudinal dorsal, dMN:
nucleo mesencefalico profundo, ec: capsula externa, Ect: corteza ectorrinal, Ent: corteza entorrinal, fmj: forceps
mayor del cuerpo calloso, HPT: hipotalamo, ic: capsula interna, IC: coliculo inferior, iml: lamina medular interna,
imvc: comisura taldmica intermedioventral, lab: fasciculo de asociacion longitudinal, LGP: globo palido lateral,
lo: tracto olfatorio lateral, LR4V: cuarto ventriculo lateral, LV: ventriculo lateral, mfb: fasciculo presencefélico
medial, ml: lemnisco medial, MnPO: ntcleo predptico mediano, NAcc: nucleo accumbens, OV: ventriculo olfa-
torio, PFC: corteza prefrontal, Pir: corteza piriforme, py: tracto piramidal, rcc: rostrum del cuerpo calloso, RS:
corteza retrosplenial, S2: corteza somatosensorial secundaria, SAS: espacio subaracnoideo, SC: coliculo superior,
sol: tracto solitario, sp5: tracto trigémino espinal, Spt: septo, Th: tdlamo, V1: corteza visual primaria, vHP: hipo-
campo ventral.

SUSTANCIA GRIS (GM)

Hemisferio Prpr cluster

Efecto de NAC7d en Salino

NAcc | &D 6.42 3247 4 < 0.001
Bir | 4.75 10240 J < 0.001
D 4.65 3952 N2 < 0.001
dMN | 4.24 1010 N2 0.023
PFC D 3.31 2731 J < 0.001
Cb/IC/SC/Th | &D 714 56091 1T < 0.001
HPT | &D 5.35 28895 N < 0.001
RS | 5.49 5228 N < 0.001
D 4.69 1047 T 0.022
BS I&D 3.79 1645 T 0.003
Efecto de NAC21d en Salino
CPu D 4.54 2291 J 0.001
MnPO I&D 4.47 2927 J < 0.001
RS I&D 3.51 2137 J 0.001
vHP | 3.24 1173 J 0.013
Cb/IC/SC/Th I&D 7.31 139170 T < 0.001
HPT I&D 5.72 13529 T < 0.001
RS |&D 4.85 6464 T < 0.001
Spt I&D 4.40 1025 T 0.020
S2 D 4.02 4347 T < 0.001
| 3.63 1143 T 0.015
Ent | 4.89 1034 J 0.039



SPM Hemisferio T K / Peor cluster
Efecto de NAC7d en MIS
Cpu D 4.51 3757 J < 0.001
| 4.23 2116 J 0.002
Cb/IC/SC/Th |&D 7.69 59329 T < 0.001
BS |&D 5.49 7914 T < 0.001
Cb D 4.88 4732 T < 0.001
BS D 4.69 2042 T 0.001
4.44 8213 T < 0.001
HPT 14D 4.37 6746 T < 0.001
PEC | 4.26 2385 T < 0.001
D 3.91 2827 T < 0.001
Th |&D 3.41 1257 T 0.007
LGP | 3.31 1274 T 0.007
Au1 D 3.29 2970 T < 0.001
Efecto de NAC21d en MIS
CPu D 5.37 7979 J < 0.001
DpMe |&D 5.16 3921 J < 0.001
CPu | 5.11 7391 J < 0.001
BS |&D 4.22 1874 J 0.001
RS |&D 3.72 2466 J < 0.001
PFC D 3.49 3000 J < 0.001
Cb/IC/SC/Th |&D 7.94 127271 T < 0.001
BS | 4.66 2084 T 0.001
D 4.40 1769 T 0.001
Au1 D 4.24 4329 T < 0.001
PEC | 3.86 1038 T 0.014
D 3.79 1750 T 0.001

SUSTANCIA BLANCA (WM)

Hemisferio T K / Prpr cluster

Efecto de NAC7d en Salino

ctg/csc |&D 5.97 34050 N2 < 0.001
mfb I&D 5.44 12852 N2 < 0.001
rcc I&D 492 2615 N2 < 0.001
Cb D 4.91 1196 N2 < 0.001
RS D 4.36 1109 N2 < 0.001
Ent D 4.31 1624 N2 < 0.001
Cb | 4.27 1006 N2 < 0.001
sp5 | 4.00 2733 N2 < 0.001
py I&D 3.31 1049 N2 < 0.001
fmj | 4.64 2422 T < 0.001
cc D 3.44 1061 T < 0.001
Efecto de NAC21d en Salino

mfb |&D 5.70 8090 N2 < 0.001
Cb D 5.58 2591 N2 < 0.001
cc | 4.70 5738 N2 < 0.001
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SPM Hemisferio T K / Peor cluster

Ch | 4.69 1364 N2 < 0.001

| 4.59 2801 N2 < 0.001
RS D 4.58 1183 4 < 0.001
iml | 4.34 1480 N2 < 0.001
sol | &D 4.23 3370 N2 < 0.001
Cb |&D 4.16 5260 N2 < 0.001
sp5 D 413 5346 N2 < 0.001
cc D 4.07 4238 N2 < 0.001
rcc I&D 4.07 1801 N2 < 0.001
imvc | &D 4.04 3189 N2 < 0.001
ec | 3.76 2159 N2 < 0.001
mfb | 3.31 1567 4 < 0.001
ml | &D 3.23 1331 4 < 0.001
lo | &D 4.83 2207 T < 0.001
cc | 4.64 9167 T < 0.001
Cb | &D 4.51 4538 T < 0.001
op D 4.35 2430 T < 0.001

| 3.84 1153 T < 0.001

3.75 1347 T < 0.001
cc D
3.64 6124 T < 0.001

Efecto de NAC7d en MIS
Cb |&D 6.43 24993 J < 0.001
sp5 D 5.15 8608 J < 0.001
mfb | 5.10 3008 J < 0.001
lo | 4.63 1058 J < 0.001
mfb |&D 4.55 10883 J < 0.001
RS D 4.44 1567 J < 0.001
lo D 4.31 2957 J < 0.001
fmj | 4.21 1541 J < 0.001
ml D 3.82 1053 J < 0.001
sp5 | 3.74 1096 J < 0.001
Cb | 3.73 2266 J < 0.001
cc D 3.58 1326 J < 0.001
cc | 5.21 4402 1T < 0.001
Cb |&D 5.01 8497 1T < 0.001
ac |&D 4.79 4167 1T < 0.001
lab D 4.07 2470 1T < 0.001
cc D 3.72 1200 1T < 0.001
Efecto de NAC21d en MIS
mfb 8.17 J < 0.001
cp |&D 6.90 139005 J < 0.001
Cb/sp5 6.62 J < 0.001
ml/ic/cc |&D 5.53 10711 J < 0.001
lo |&D 5.53 1970 J < 0.001
lab/ec/ce D 5.23 8440 T < 0.001

| 4.46 3445 T < 0.001
cc | 4.15 2465 T < 0.001



SPM Hemisferio T K / Pepr cluster

Cb | 4.10 1814 T < 0.001
cc I 4.08 2620 T < 0.001
dif D 3.44 1019 T < 0.001

LiIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (CSF)

Hemisferio T K / Prpr cluster

Efecto de NAC7d en Salino

LR4V |&D 5.59 9763 J < 0.001
3V/SAS |&D 5.54 40593 J < 0.001
Cb |&D 5.44 2500 J < 0.001
SAS |&D 5.39 1199 J < 0.001
Cb D 4.89 3563 J < 0.001
(0)Y] |&D 4.71 2529 J < 0.001
LR4V D 4.56 3656 J < 0.001
D3V |&D 4.29 2271 J < 0.001
(0)Y] D 3.92 5232 J < 0.001
Efecto de NAC21d en Salino
3V/SAS I&D 5.95 61229 4 < 0.001
5.44 2467 4 < 0.001
Cb '&D 4.92 5530 N2 < 0.001
LR4V | 4.48 1356 N2 < 0.001
3V I&D 3.90 1968 N < 0.001
Efecto de NAC7d en MIS
SAS D 5.64 13828 J < 0.001
LV | 5.39 2604 N2 < 0.001
LR4V D 5.11 5432 J < 0.001
LV D 5.06 2278 N2 < 0.001
CSF (PFC) I&D 5.06 21018 J < 0.001
3V | &D 4.15 7092 J < 0.001
CSF (V1) | 3.85 1564 J < 0.001
Cb D 3.49 1038 N2 < 0.001
(0)Y] | &D 3.47 1914 J < 0.001
CSF (RS) I&D 3.35 1500 J < 0.001
CSF (Ect) D 3.29 1015 J < 0.001
LR4V | 3.26 1108 J < 0.001
Efecto de NAC21d en MIS
(0)Y] I&D 6.04 6829 J < 0.001
CSF (PFC) | 5.64 9207 J < 0.001
3V/ILR4V/4V I&D 5.46 44638 J < 0.001
CSF (Ect) | 5.23 8225 J < 0.001
Cb D 5.10 2558 J < 0.001
CSF (SAS) | 5.09 1082 J < 0.001
CSF (PFC) D 5.07 6799 J < 0.001
SAS D 4.82 5546 J < 0.001
CSF (Ect) D 4.53 1982 J < 0.001
CSF (RS) |&D 4.24 7722 J < 0.001
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SPM

CSF (PFC)
SAS

D3V

Cb

CSF (V1)
Cb

Hemisferio

1&D
D
1&D
D
|
|

T

4.10
3.90
3.88
3.72
3.72
3.63

K

1125
1707
1138
1506
2239
1137

S~

Ceeecee

Pepr cluster

< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001




ANEXO M: Alteraciones en marcadores de inflamacion y estrés oxida-
tivo tras el tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante la gesta-
cion (Media = SEM)

Tabla A12. En la tabla se muestran el promedio y la desviacion estandar de la media (SEM) de cada grupo,
resultado de los analisis de los diferentes marcadores de inflamacion y estrés oxidativo tras el tratamiento con N-

acetilcisteina. Los parametros no normales ni homocedasticos y que fueron transformados se representan con un
*

Sal VH Sal NAC7d Sal NAC21d MIS VH MIS NAC7d MIS NAC21
Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM
iNOS
PFC 100.000 4.414 91766 4.839 90.217 3.223 131918 6.202 95.997 9.313 101.060 3.140
HP 100.125 4.265 102.623 4.539 97435 2299 89.242 9980 126.767 6.665 119.714 6.499
AA 100.089 2.208 105.239 6.681 112.537 6.463 127.644 5292 114.113 6.261 115386 6.512

Cpu 100.080 3.791 102.065 2.701 101.857 3.073 104.092 4.943 105436 4.291 108.800 7.563
COX2
PFC 100.081 6.276 100.431 6.524 98.557 7.921 121.958 10.662 97.479 9.969 96.911 6.408

HP* 0.339 0.042 0.358 0.079 0.488 0.086 0.768 0.124 0.599 0.085 0.563 0.100
AA* 0.564 0.051 0.348 0.103 0.430 0.094 0.868 0.084 0.379 0.039 0.536  0.101
Cpu” 0.352 0.034 0.320 0.098 0.484 0.038 0.510 0.105 0.641 0.101 0.764  0.101
MDA

PFC* 0.369 0.073 0.468 0.118 0.764 0.062 0.396 0.077 0.684 0.098 0.436 0.098
HP* 0.533 0.120 0.604 0.070 0.637 0.029 0.505 0.069 0.603 0.043 0.683 0.073
AA 0.760 0.121 0.736  0.060 0.921 0.085 0.798 0.116 1.028 0.089 1.076 0.304
Cpu 0.890 0.120 0.883 0.120 0.886 0.093 0.772  0.093 0.977 0.129 0.533 0.052
KEAP1

PFC 100.671 9.455 105.880 11.678 104.803 7.675 85.272 7.845 106.654 5.971 115376 17.458
HP 100.041 3.986 109.495 9.584 112.216 16.892 84.930 10.301 100.113 5.078 115.391 19.184
AA 100.013 5945 91395 4.114 94294 5348 93.977 5352 109.062 4.661 94.758 4.155

Cpu 100.069 6.039 108.360 5.323 102.038 5.817 76.245 7.680 100.645 1.413 94985 6.236
HO1

PFC 99.999 1.612 95643 8.824 84751 4357 92.019 5992 84301 9.043 93.796 6.661
HP 100.042 1.340 94326 6.203 91.853 4.466 91497 2619 88.065 6.854 103.782 9.305
AA 100.085 1.076  99.457 5335 95.785 4.019 90.919 3.499 105.367 3.023 101.290 5.602

Cpu 100.004 2.656 94.866 4.061 94.328 4.974 90.178 3.914 83.684 5935 104.528 3.745
NQO1

PFC 100.002 3.559 88.767 4.444 94710 14.118 80.842 11.812 89.890 6.555 79.734 11.834
HP 100.251 6.304 108.658 10.966 105.387 12.306 80.418 13.844 98.459 6.785 143.955 20.335
AA 100.126 3.185 110.249 7.751 117.504 5310 93.817 6.541 106.243 3.841 127.209 10.257
Cpu 100.001 3.864 113.483 6.768 115.636 9.591 91.842 5291 115,765 8.178 124.208 10.545
NRF2

PFC 0.075 0.007 0.048 0.003 0.053 0.010 0.046  0.002 0.043 0.005 0.042 0.003
HP 0.154 0.044 0.073 0.010 0.088 0.008 0.127 0.038 0.068 0.009 0.085 0.008
AA* 0.743 0.108 0.654 0.120 0.478 0.107 0.461 0.076 0.443 0.069 0.376  0.090

CPu* 0.571 0.114 0.736  0.083 0.355 0.083 0.391 0.100 0.564 0.121 0.524 0.062
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SOD
PFC
HP

Cpu
CAT
PFC*
HP*

Cpu
GPx
PFC*
HP

Cpu
GSHotal
PFC*
HP
AA*
Cpu
GSHlibre
PFC*
HP
AA*
Cpu
GSSG
PFC*
HP

Cpu

Sal VH

Media

2.831
2.696
2.791
3.241

0.490
0.203
7.181
11.036

0.609
29.604
29.883
67.571

0.524
6.373
0.771
11.666

0.587
2.754
0.531
6.112

0.486
3.619
0.716
5.553

SEM

0.243
0.410
0.337
0.319

0.041
0.060
0.741
1.100

0.107
3.127
4.746
5.996

0.124
1.283
0.084
2.071

0.127
0.532
0.115
1.203

0.130
0.766
0.101
0.869

Sal NAC7d

Media

2.586
3.080
3.188
2.465

0.614
0.593
10.390
11.223

0.601
30.441
25.455
70.643

0.490
5.383
0.604
10.223

0.468
2.436
0.359
5.799

0.514
2.902
0.289
4.129

SEM

0.334
0.365
0.154
0.282

0.113
0.120
1.120
1.322

0.090
2.569
1.587
7.236

0.103
0.294
0.057
1.713

0.102
0.190
0.076
1.031

0.105
0.180
0.097
0.636

Sal NAC21d

Media

2.241
3.130
3.164
2.349

0.530
0.761
10.496
8.595

0.640
28.682
29.761
67.536

0.675
5.963
0.738
10.651

0.661
2.511
0.539
6.442

0.666
3.479
0.489
3.633

SEM

0.209
0.246
0.484
0.333

0.118
0.041
1.201
1.219

0.096
1.646
2.848
4.885

0.086
0.457
0.060
1.083

0.080
0.199
0.084
0.616

0.081
0.266
0.094
0.504

MIS VH

Media

2.706
2.956
2.875
2.828

0.375
0.324
8.908
10.569

0.409
26.993
26.693
58.683

0.528
6.536
0.706
11.392

0.550
2.884
0.450
5.733

0.498
3.628
0.544
5.817

SEM

0.142
0.245
0.170
0.140

0.054
0.091
1.023
0.895

0.095
2.345
3.195
4.154

0.110
1.226
0.081
1.910

0.112
0.535
0.124
0.973

0.112
0.690
0.091
1.020

MIS NAC7d

Media

2.379
2.276
3.214
2.927

0.596
0.574
10.644
6.389

0.439
28.674
30.951
77.779

0.469
4.961
0.781
11.321

0.435
2.239
0.614
6.807

0.496
2.682
0.494

3928

SEM

0.177
0.228
0.463
0.348

0.109
0.071
1.716
1.134

0.112
1.952
2.342
6.149

0.091
0.451
0.043
1.637

0.086
0.210
0.062
0.912

0.091
0.275
0.066
0.764

MIS NAC21

Media

2.756
2.714

4004
2.742

0.524
0.603
12.012
6.824

0.449
29.783
34.072
54.993

0.450
6.315
0.829
8.429

0.443
2.767
0.644
5.048

0.471
3.532
0.629
2.960

SEM

0.148
0.217
0.348
0.199

0.133
0.085
1.584
0.841

0.103
1.733
4.360
2477

0.105
0.614
0.101
0.515

0.104
0.250
0.125
0.301

0.105
0.373
0.112

0208



ANEXO N: Alteraciones en marcadores de inflamacion y estrés oxida-
tivo tras el tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante 7 dias en
la gestacion (ANOVA de 2 vias)

Tabla A13. En la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias para tres factores (MIS: efecto del Poly
I:.C, Tratamiento: efecto de la NAC7d, e Interaccion), resultado de los analisis de los diferentes marcadores de
inflamacion y estrés oxidativo tras el tratamiento con N-acetilcisteina durante 7 dias en la gestacion. Los parame-
tros no normales ni homocedasticos tras las transformaciones necesarias han sido analizados mediante el test de
Kruskal-Wallis (KW).

10S MIS NAC7d Interaccion KW
iNOS

PFC Fa2n= 7.453 p=0.011* Faon= 11.120 p=0.002** Fqon= 4.373 p=0.046* -
HP Fuzry= 0918 p=0.346 Fuon= 8.366 p=0.007** Fqn= 6.408 p=0.017* -
AA Fa2n= 10.700 p=0.003** Fpuo= 0.566 p=0.458 Faon= 2.813 p=0.105 -
Cpu Fu2ry= 0.833 p=0.369 Faony= 0.169 p=0.684 Faony= 0.006 p=0.937 -
COX2

PFC Fuony= 1.169 p=0.289 Faony= 1.901 p=0.179 Faon= 2.013 p=0.167 -
HP Fuzn= 13.800 p<0.001*** Fuqon= 0.690 p=0.413 Fuon= 1.083 p=0.307 -
AA F126)= 4.663 p=0.040* Fu26 = 20.780 p<0.001*** F26= 3.090 p=0.090 -
Cpu Fuzs= 5708 p=0.025*  Fu.= 0.245 p=0.625 Fuz = 0.662 p=0.423 -
MDA

PFC Fuon= 1.655 p=0.209 Fuon= 4.152 p=0.051 Fuon= 0989 p=0.329 -
HP p=0.727
AA p=0.385
Cpu Fuzn= 0.010 p=0.921 Fuon= 0.716 p=0.405 Fuon= 0.834 p=0.369 -
KEAP1

PFC  Fuanp= 0.662 p=0.423 Fuzn= 2190 p=0.150 Fuon= 0.810 p=0.376 -
HP Fuon= 2.370 p=0.135 Fuon= 2,398 p=0.133 Fuzn= 0130 p=0.722 -
AA Fuz = 1.309 p=0.263 Fuz = 0405 p=0.530 Fuz = 5436 p=0.028* -
Cpu Fuzs = 6.858 p=0.015*  Fuz= 7.368 p=0.012* Fy.5= 1.789 p=0.193 -
HO1

PFC p=0.568
HP p=0.332
AA p=0.193
Cpu Fuon= 5.681 p=0.024* Fuo= 1.742 p=0.198 Fuon= 0.024 p=0.879 -
NQO1

PFC p=0.247
HP Fuze = 2.078 p=0.161 Fuz = 1.611 p=0.215 Fuz = 0214 p=0.648 -
AA Fuon= 0791 p=0.382 Fuon= 3.780 p=0.062 Fuon= 0.039 p=0.844 -
Cpu Fuon= 0212 p=0.649 Fuon= 8577 p=0.007** Fu.y= 0.668 p=0.421 -
NRF2

PFC p=0.011*
HP p=0.154
AA Fuoe = 6.484 p=0.017*  Fuu= 0.309 p=0.583 Fuz = 0.134 p=0.718 -

Cpu F(1127)= 2.804 p=0106 F(1'27)= 2.565 p=0121 F(1127)= 0.001 p=0971 -
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10S
SOD
PFC
HP

Cpu
CAT
PFC
HP

Cpu
GPx
PFC
HP

Cpu
GSHiotal
PFC
HP

Cpu
GSHiibre
PFC
HP

Cpu
GSSG
PFC
HP

Cpu

Fu2r =
Fu2r =
F1.26) =

Fu2r =

F1.26) =
F1.26) =
F1.26) =

Fu2r =
Fu27 =
Fu27 =
Fu27 =
Fu27 =

Fu27 =

Fu27 =

Fu27 =

F(1,27) =

F(1,27) =

F(1,27) =

F(1,27) =

F(1,27) =

F(1,27) =

MIS

0.495
0.740
0.030
0.007

0.531
0.300
0.606
5.517

3.188
0.768
0.141
0.021

0.007

0.694
0.051

0.106

0.802
0.094

<0.001

0.034
0.001

p=0.488
p=0.397
p=0.863
p=0.932

p=0.473
p=0.589
p=0.443
p=0.026*

p=0.085
p=0.389
p=0.710
p=0.885

p=0.933

p=0.412
p=0.824

p=0.747

p=0.378
p=0.762

p=0.979

p=0.855
p=0.970

Faan =
Faan =
F1,26) =

Faan =

F1,26) =
F1,26) =
F1,26) =

Faan =
Faan =
Faar =
Faan =
Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faar =

Faan =

Faar =

Faar =

NAC7d
1.469 p=0236 F(1_27) =
0.219 p=0643 F(1_27) =
1.361 p=0254 F(1_26) =
1.441 p=0240 F(1_27) =
3.599 p=0069 F(1_26) =
11.840 p =0.002** F126) =
3.783 p=0063 F(1_26) =
3.130 p=0088 F(1_27) =
0.012 p=0.912 Faon =
0.254 p=0.618 Faon =
<0.001 p=0.978 Faon =
3.404 p=0.076 Faon =
0.189 p=0.667 Faon =
0.473 p=0.498 Faon =
0.171  p=0.682 Faon =
1.206 p=0.282 Faon =
0.002 p=0.964 Faon =
0.137 p=0.714 Faon =
0.015 p=0903 Faon =
7.118 p=0.013* Fa2n =
3.939 p=0.057 Faon =

Interaccion
0.031 p=0.862
2.838 p=0.104
0.008 p=0.929
2407 p=0.132
0.287 p=0.596
0.561 p=0.460
0.335 p=0.567
3.742 p=0.064
0.034 p=0.855
0.028 p=0.867
2.002 p=0.169
1.779 p=0.193
0.013 p=0.910
3.241 p=0.083
0.140 p=0.711
<0.001 p=0,983
3.013 p=0.094
0.456 p=0.505
0.018 p=0.894
4.446 p=0.044*
0.077 p=0.783

KW

p=0.446



ANEXO O: Alteraciones en marcadores de inflamacion y estrés oxida-
tivo tras el tratamiento preventivo con N-acetilcisteina durante 21 dias
en la gestacion (ANOVA de 2 vias)

Tabla A14. En la tabla se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias para tres factores (MIS: efecto del Poly
I:.C, Tratamiento: efecto de la NAC21d, ¢ Interaccion), resultado de los analisis de los diferentes marcadores de
inflamacion y estrés oxidativo tras el tratamiento con N-acetilcisteina durante toda la gestacion. Los parametros
no normales ni homocedasticos tras las transformaciones necesarias han sido analizados mediante el test de Krus-
kal-Wallis (KW).

10S MIS NAC21d Interaccion KW
iINOS

PFC  Fuzn= 23.220 p<0.001*** Fyon= 20.970 p<0.001*** Fuzy= 5639 p=0.025% -
HP Fuzn= 0752 p=0.393 Fuon= 4470 p=0.044*  Fuonp= 6.369 p=0.018* -
AA Fuon= 7.430 p=0.011*  Fuzy= <0.001 p=0.986  Fuzy= 4.905 p=0.035* -
Cpu  Fuos= 1.045 p=0.316  Fuzs= 0.366 p=0.550  Fpz= 0.075 p=0.787 -
COX2

PFC  Fuan= 1.543 p=0.225 Fuon= 2.661 p=0.114 Fuzn= 2.086 p=0.160 -
HP Fuzn= 6.916 p=0.014*  Fuay= 0.086 p=0.772 Fuzn= 3.411 p=0.076 -
AA Fuzn= 5.586 p=0.026*  Fuon= 7.221 p=0.012*  Fuoy= 1.293 p=0.266 -
Cpu Fuze= 6129 p=0.021*  Fuog= 4773 p=0.039*  Fpoy= 0472 p=0.498 -
MDA

PFC  Fuzn= 3594 p=0.069  Fuuy= 7.572 p=0.010" Fuzy= 5.044 p=0.033" -
HP p=0.727
AA p=0.385
Cpu  Fuon= 6675 p=0.015* Fuznp= 1788 p=0.192  Fuuy= 1.661 p=0.208 -
KEAP1

PFC  Fuap= 0.044 p=0.835 Fuon= 2217 p=0.148  Fuoy= 1.276 p=0.269 -
HP Fuzn= 0172 p=0.682 Fuon= 2194 p=0.150 Fuzn= 0.404 p=0.531 -
AA Fuon= 0286 p=0597  Fuzy= 0225 p=0.639  Fuzy= 0.389 p=0.538 -
Cpu  Fuos= 5487 p=0.027*  Fuog= 2468 p=0.128  Fuz= 1619 p=0.214 -

HO1
PFC p=0.568
HP p=0.332
AA p=0.193
Cpu  Fum= 0002 p=0.962  Fu= 1226 p=0.278  Fuzx= 6.535 p=0.017* -
NQO1

PFC p=0.247

HP F(1'27) = 0.415 p=0.525 F(1,27) = 5583 p=0.026* F(1,27) = 4.038 p=0055 -
AA F(1'27) = 0.056 p=0814 F(1,27) = 12.640 p=0.001** F(1'27) = 1.258 p=0272 -
Cpu F(1,26) = <0.001 p=0.979 F(1,25) = 9.103 p=0.006** F(1,26) = 1.106 p=0303 -

NRF2
PFC p=0.011*
HP p=0.154

AA F(1_27)= 4.026 p=0055 F(1|27)= 3.371 p=0077 F(1,27)= 0.893 p=0353 -
Cpu F(1_27)= 0.004 p=0950 F(1|27)= 0.214 p=0647 F(1,27)= 3.699 p=0065 -
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10S
SOD
PFC Faon =
HP Faon =
AA F.26) =
Cpu Faon =
CAT
PFC F.26) =
HP F.26) =
AA F.26) =
Cpu Faon =
GPx
PFC Fuaon =
HP Fuaon =
AA Faan =
Cpu Faon =
GSHiotal
PFC Fuaon =
HP
AA Faan =
Cpu Fuaon =
GSHire
PFC Faon =
HP
AA Faan =
Cpu Faon =
GSSG
PFC Faon =
HP
AA Faan =

CpU F(1,27) =

MIS

1.095
0.077
1.600
0.001

0.357
0.066
1.701
1.195

3.794
0.114
0.021
5.762

1.091

0.024
0.698

1.455

0.011
1.167

0.731

0.025
0.082

p=0.305
p=0.783
p=0.217
p=0.968

p=0.555
p=0.799
p=0.204
p=0.284

p=0.062
p=0.738
p=0.884
p=0.023*

p=0.305

p=0.877
p=0.411

p=0.238

p=0.918
p=0.289

p=0.400

p=0.874
p=0.777

Fazn =
Fazn =
F1.26) =

Fazn =

F1.26) =
F1.26) =
F1.26) =

Fazn =
Faan =
Faan =
Faan =
Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

Faan =

NAC21d
2.094 p=0.159 Faen =
0.116 p=0.736 Faen =
4.234  p=0.049* F.26) =
3.617 p=0.068 Faen =
0.864 p=0.361 F1,26) =
31.500 p<0.001*** F(12)=
6.670 p=0.016* F1,26) =
9.128 p=0.005** Fpop=
0.127 p=0.725 Faon =
0.175 p=0.679 Faon =
0.905 p=0.350 Faon =
0.174 p=0.680 Faon =
0.119 p=0.733 Faon =
0.283 p=0.599 Faon =
1.774  p=0.194 Faan =
0.025 p=0.876 Faon =
0.783 p=0.384 Faon =
0.047 p=0.830 Faon =
0.519 p=0.478 Faon =
0.502 p=0.485 Faon =
11.160 p=0.002**  F7) =

2.937
1.451
1.074
2.458

0.287
3.507
0.007
0.405

0.002

0.692

0.966

0.168

1.155

0.883
0.425

0.733

0.673
0.382

0.932

2.423
0.429

Interaccion

p=0.098
p=0.239
p=0.310
p=0.129

p=0.597
p=0.072
p=0.933
p=0.530

p=0.966
p=0.413
p=0.334
p=0.685

p=0.292

p=0.356
p=0.520

p=0.399

p=0.419
p=0.542

p=0.343

p=0.131
p=0.518

KW



ANEXO P: Alteraciones en el microbioma intestinal, a nivel de filo, tras
el tratamiento con N-acetilcisteina durante la gestacion

Tabla A15. En la tabla se muestran la proporcion (%) de miembros de cada filo bacteriano en cada grupo de
estudio. Concretamente, se muestran el promedio y la desviacién estandar de la media. En la columna de la derecha
se muestran asimismo los resultados del analisis de Kruskal-Wallis [*p < 0.05].

Actinobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Proteobacteria
Cyanobacteria
Deferribacteres

Tenericutes

Unclassified Bac-
teria

Verrumicrobia

Sal VH

Media
0.112
32.980
64.870
1.623
0.050
0.000
0.337

0.069
0.000

SEM
0.049
1.505
1.673
0.288
0.003
0.000
0.266

0.055
0.000

MIS VH

Media
0.126
31.640
64.880
2.933
0.000
0.000
0.378
0.004

0.027

SEM
0.055
2.700
3.574
1.273
0.000
0.000
0.132

0.004
0.018

Sal NAC7d

Media
0.072
33.560
64.600
1.383
0.002
0.000
0.357

0.006
0.010

SEM
0.028
1.287
1.307
0.247
0.002
0.000
0.228

0.006
0.008

MIS NAC7d

Media
0.099
39.310
57.440
2.664
0.003
0.000
0.464

0.006
0.005

SEM
0.072
2.841
3.174
0.792
0.003
0.000
0.214

0.006
0.004

Sal NAC21d

Media
0.086
40.030
56.110
3.510
0.018
0.040
0.133
0.044

0.010

SEM
0.034
2.318
2.258
0.515
0.010
0.030
0.046
0.039

0.005

MIS NAC21d  kw
Media SEM (P valor)
0.036 0.018  0.744
32530 3.106  0.052
64.670 3.153  0.031*
2557 0480  0.057
0.007 0.004  0.343
0.085 0.047  0.033*
0.112 0.094  0.092
0.000 0.000  0.791
0.012 0.009  0.708
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ANEXO Q: Alteraciones en el microbioma intestinal, a nivel de familias,
tras el tratamiento con N-acetilcisteina durante la gestacion

Tabla Al6. En la tabla se muestran la proporcion (%) de miembros de cada familia bacteriana en cada grupo de
estudio. Concretamente, se muestran el promedio y la desviacién estandar de la media. En la columna de la derecha
se muestran asimismo los resultados del analisis de Kruskal-Wallis [*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001].

Familia

Haloplasmataceae
Anaeroplasmataceae
Pasteurellaceae
Enterobacteriaceae
Geobacteraceae
Desulfovibrionaceae
Sutterellaceae
Veillonellaceae

Erysipelotrichaceae

Thermoanaero
bacteraceae
Unclassified
Clostridiales

Ruminococcaceae
Peptostreptococcaceae
Peptococcaceae
Oscillospiraceae
Lachnospiraceae

Eubacteriaceae

Clostridiales
Family XVI
Clostridiales
Family XI

Clostridiaceae
Lactobacillaceae
Bacillaceae
Flavobacteriaceae
Cytophagaceae
Rikenellaceae
Prevotellaceae
Porphyromonadaceae
Bacteroidaceae
Corynebacteriaceae

Bifidobacteriaceae

CEIRY MIS VH
Media SM Media SEM
0.07 0.06 0.00 0.00
0.27 0,27 0.28 0.11
0.19 0.07 0.09 0.04
0.19 0.07 0.51 0.24
0.19 0.15 0.06 0.03
0.90 0.20 1.92 0.94
0.08 0.03 0.25 0.11
0.24 0.05 0.08 0.02
136 0.36 043 0.16
0.01 0.01 0.25 0.07
046 0.14 0.21 0.06
11.32 1.28 1243 1.53
044 0.16 0.38 0.29
0.33 0.13 0.66 0.15
0.90 0.23 090 0.14
30.66 2.46 23.74 3.61
164 032 143 0.26
0.24 0.05 0.00 0.00
0.15 0.10 0.12 0.06
12.25 0.71 12.98 1.11
426 095 1090 2.06
044 013 022 0.12
0.32 0.04 0.43 0.06
0.51 0.09 0.51 0.11
3.22 0.61 145 0.33
11.90 1.27 10.99 1.78
13.76 0.84 9.11 2.02
3.09 022 899 1.93
0.10 0.05 0.00 0.00
0.00 0.00 0.07 0.05

Sal NAC7d

Media
0.01
0.13
0.18
0.59
0.02
0.29
0.05
0.22
1.57

0.06

0.70

9.98
0.43
0.29
0.76
28.74
1.57

0.16

0.21

12.60
6.67
0.57
0.24
0.73
2.78

13.07

12.97
3.56
0.03
0.00

SEM
0.01
0.08
0.04
0.19
0.01
0.10
0.02
0.03
0.23

0.03

0.16

0.96
0.10
0.04
0.18
1.89
0.21

0.03

0.06

0.73
0.99
0.21
0.10
0.07
0.29
1.11
1.17
0.72
0.02
0.00

MIS NAC7d

Media
0.01
0.07
0.14
0.50
0.04
1.55
0.32
0.12
1.45

0.06

0.36

9.62
0.67
0.37
0.57
25.44
1.34

0.12

0.08

10.49
6.26
0.28
0.45
1.09
2.92

14.76

14.70
5.13
0.00
0.00

SEM
0.01
0.02
0.03
0.28
0.04
0.71
0.12
0.02
0.41

0.03

0.10

1.09
0.35
0.06
0.11
2.38
0.12

0.03

0.03

0.64
2.29
0.18
0.10
0.16
0.53
2.19
1.08
1.04
0.00
0.00

Sal NAC21d

Media
0.04
0.08
0.38
0.64
0.11
1.76
0.23
0.16
1.63

0.08

0.30

11.90
0.94
0.24
1.00

23.08
1.39

0.09

0.10
10.90
3.97
0.11
0.29
0.51
2.37
19.48
13.83
3.30
0.04
0.00

SEM
0.04
0.03
0.09
0.17
0.04
0.51
0.11
0.02
0.43

0.03

0.09

1.20
0.43
0.04
0.15
1.65
0.11

0.02

0.03

0.93
0.65
0.02
0.09
0.08
0.32
1.50
0.93
0.42
0.03
0.00

MIS NAC21d
Media SEM
<0.001 <0.001

0,01 0.01
0,29 0.10
0,35 0.06
0.07 0.02
1.68 0.44
0.14 0.06
0,15 0.03
2.24 0.64
0.04 0.02
0.39 0.13
11.69 0.87
0.46 0.07
0.21 0.04
0.89 0.15
26.05 2.05
1.28 0.18
0.23 0.03
0.04 0.02
12.67 1.51
7.92 2,00
0.24 0.08
0.18 0.02
0.58 0.10
2.03 0.36
15.31 2.07
11.11 1.10
3.12 0.53
0.00 0.00
0.00 0.00

KW (p
valor)

0.79
0.06
0.033**
0.12
0.36
0.018*
0.43
0.004**
0.014*
0,08
0,14
0.44
0.05
0.07
0.41
0.12
0.86

<0.001***

0.60

0.27
0.029*
0.12
0.026*
0.014*
0.06
0.022*¢
0.09
0.009**
0.006**
0.004**



ANEXO R: Alteraciones en el microbioma intestinal, a nivel de géneros
y especies, tras el tratamiento con N-acetilcisteina durante la gestacion

Tabla A17. En la tabla se muestran la proporcion (%) de miembros de cada género y especie bacterianas en cada
grupo de estudio. Concretamente, se muestran el promedio y la desviacion estandar de la media. En la columna de
la derecha se muestran asimismo los resultados del analisis de Kruskal-Wallis [*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001].

Sal VH MIS VH Sal NAC7d MIS NAC7d Sal NAC21d MIS NAC21d KW (p

Gén/Esp.
P Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM valor)

Bifidobacterium

140D 0.00 0.00 005 0.05 000 000 000 000 000 000 0.0 0.00 0.09
animalis

Corynebacterium 0.10 0.05 0.00 0.00 0.03 001 0.00 000 005 0.03 0.00 0.00  0.009**
stationis

geg;k;ro:des 059 018 539 194 135 043 202 071 085 028 1.25 0.41 0.67
Bacteroides 0.00 0.00 0.09 0.04 0.3 002 000 000 001 001 0.0 0.00  0.038*
acidifaciens

5jfetier°’des 059 018 326 148 097 031 140 040 084 028 1.13 0.41 0.93
Bacteroides 000 000 026 015 014 007 032 030 000 000 008 004 007
vulgatus

Bacteroides 0.00 000 150 076 0.08 0.06 018 0.13 000 0.00 0.03 0.01 0.014*
uniformis

Parabacteroides *
e 0.01 001 012 007 006 002 002 001 000 000 0.0 0.00  0.026
:; ’::‘;te"a 261 063 245 054 266 053 352 0.84 447 073 3.03 0.48 0.25
ng_’)pes 114 042 083 023 069 029 063 024 100 025 0.38 0.16 0,19
:';éc:f;bac’”us 400 094 1079 205 661 1.01 610 227 359 064 7.70 200 0017
el 003 003 005 003 019 009 009 003 015 010 0.04 0.02 0.20
hominis

Lactobacillus 001 001 014 004 056 014 062 025 024 008 027 011  0.003*
intestinalis

Lactobacillus 001 001 014 004 009 004 008 004 001 001 022 009 0023
animalis

P 081 021 124 036 051 012 042 024 048 009 051 0.10 0.07
Jjohnsonii

Lactobacillus 000 000 013 006 000 000 001 001 000 000 0.00 000  0.007*
kitasatonis

Lactobacillus 035 013 108 028 081 022 075 025 037 010 113 0.46 0.22
murinus

f:&"‘:,?ac’”us 011 007 026 009 018 003 015 009 010 004 0.14 0.02 0.06
Lactobacillus 031 011 056 024 055 008 051 032 031 007 037 0.06 0.10
vaginalis

Candidatus 004 004 001 001 009 004 004 002 015 010 0.8 0.05 0.19
arthromitus

(‘;’grft)"d'”m 750 056 7.91 076 7.40 061 6.35 037 681 088 824 1.07 0.42
Clostridium 005 003 002 001 005 002 007 003 011 005 0.8 0.03 0.30
hiranonis

g"s"’d’“’” 239 025 223 036 236 026 184 017 168 027 277 0.51 0.16
Clostridium 005 002 003 003 002 001 015 004 033 011 0.14 0.04 <0.001**
vincentii

g‘gj‘a_)cte"”'" 0.10 0.04 0.10 0.05 028 012 015 0.10 015 0.03 0.10 0.03 0.63
gcé‘;’é;"fam’ 014 0.03 003 001 012 003 017 004 018 005 0.5 0.04  0.043*
(Cg‘;"’";’°°°°”s 101 044 035 0.15 066 0.35 059 026 040 013 028 0.16 0.61
Sz 034 030 002 001 001 001 009 005 026 0.13 0.02 0.01 0.14

hadrum



Anexos

SenEsn. Sal VH MISVH  SalNACTd MISNAC7d SalNAC21d MISNAC21d  kw (p

Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM valor)

:';;f’_;’°a"""e’°ba°”’”m 044 017 005 003 035 009 044 010 024 007 028 010  0.030*
:-;g:;’“’“""d"”’" 025 009 019 007 020 007 019 006 009 004 0.21 0.06 0.66
g‘:f)b””"" 031 016 005 005 023 007 026 012 038 013 0.83 029  0.001**
g‘é’r"’_")"““c”s 461 078 499 089 544 056 431 070 341 047 423 0.64 0.25
gsé‘l’q"_’)”ba"‘e’ 011 005 012 003 005 002 005 002 013 002 0.1 0.03 0.1
:;a;f_;""b“‘e”'”'" 519 093 7.30 110 3.87 047 423 063 547 060 598  0.72 0.05
g‘éﬁ_")""c’“""d""’” 0.09 001 004 002 007 001 006 002 007 002 005  0.02 0.24
Turicibacter (gén.) 055 020 018 011 065 012 058 020 060 023 127 046  0.023*
Parasutterella excre- 009 003 025 041 005 002 031 012 023 011 015  0.06 0.52

mentihominis
Bilophila
wadsworthia
Desulfovibrio

(gén.)

073 020 189 095 005 0.02 0.77 043 038 0.16 0.70 0.38  0.009**

0.11 0.056 0.00 0.00 0.15 0.08 0.01 0.01 045 022 0.15 0.05 0.014*



ANEXO S: Busqueda de farmacos con una firma transcriptomica
opuesta a firmas transcripcionales relacionadas con esquizofrenia. Ana-
lisis con Connectivity Map

En este Anexo se muestran los resultados obtenidos tras el andlisis de los datos trans-
criptdémicos obtenidos a partir de los articulos previamente citados mediante el Connectivity
Map. Por la longitud de los mismos, se habilita un enlace a una carpeta de Google Drive con
acceso libre:

https://drive.google.com/drive/folders/1jLvQ-F8UJPeBBC9bspiFBB6bb4WeaM7L?usp=sha-
ring

Dentro de la carpeta de Drive se encuentra un archivo de Microsoft Excel en el que se
muestran los datos procedentes de cada articulo, uno por pestafia. En cada una de las pesta-
fias, cada tabla muestra varias categorias, ordenadas por columnas:

- Rank: el orden que recibe cada compuesto en base a su “score”.

- Score: valor numérico que indica la similitud del compuesto respecto a la firma trans-
cripcional proporcionada. Cuanto mas positivo, mas similar a esta firma y, cuanto mas
negativo, mas opuesto. En las tablas mostradas en la seccion de Resultados se en-
cuentran aquellos fairmacos con un “score” mas negativo y, por tanto, mas reversor.
Se consideran significativos aquellos con un “score” entre 90 y 100 (compuestos si-
milares a la firma transcriptémica) y entre -90 y -100 (compuestos opuestos).

- Type: el tipo de cambio que genera una firma transcripcional opuesta o similar a la
introducida. Existen cuatro tipos: “cp” (compound, compuesto), “cc” (CMap class, clase
de CMap), “oe” (overexpression, sobreexpresion) y “kd” (knockdown, pérdida de fun-
cién de un gen). La categoria “cp” ha sido la mas nombrada en la Tesis y hace refe-
rencia directa a fAirmacos y compuestos quimicos. “cc” hace referencia a las distintas
familias de compuestos, generalmente agrupadas en base a su funcién biolégica. Por
ultimo, “oe” y “kd” indican genes cuya ganancia o pérdida de funcién tendria un efecto
similar u opuesta a la presente en la firma transcripcional proporcionada al Connec-
tivity Map.

- ID: identidad del compuesto en el Connectivity Map.

- Name: nombre del compuesto, clase de farmaco o gen correspondiente.

- Description: funcion biolégica del compuesto, clase de farmaco o gen correspon-

diente.


https://drive.google.com/drive/folders/1jLvQ-F8UJPeBBC9bspiFBB6bb4WeaM7L?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1jLvQ-F8UJPeBBC9bspiFBB6bb4WeaM7L?usp=sharing
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ANEXO T: Comparativa de scores entre varios farmacos antipsicoticos,
la doxiciclina y el acido alfa-linolénico en los cinco estudios analizados
mediante el Connectivity Map

Figura A1. En la Figura se muestra el “score” de cinco farmacos antipsicoticos (clozapina, risperidona, olan-
zapina, quetiapina y clorpromazina) comparado con el “score” del acido alfa-linolénico -un acido omega-3-
y la doxiciclina -homdlogo de la minociclina-. Mientras que estos tltimos muestran un “score” muy proéximo
a -100, indicando un gran potencial reversor en los cinco estudios, no ocurre lo mismos con los farmacos
antipsicoticos, cuyo “score” es tremendamente heterogéneo entre los diferentes estudios, con valores positi-
vos en algunos casos, lo que podria ser indicativo del posible efecto deletéreo que acompafia a sus evidentes
efectos terapéuticos en el trastorno.
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Gandal et al. 2018 Gandal et al. 2018
Das et al. 2016 Das et al. 2016
Fromer et al. 2016 Fromer et al. 2016
Sabunciyan et al. 2019 Sabunciyan et al. 2019
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