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JUSTIFICACIÓN DE LA TESIS 

La esquizofrenia es un trastorno mental grave en la que intervienen diversos factores 

y se caracteriza por una amplia variabilidad de causas y síntomas. Provoca 

alteraciones del pensamiento, de la percepción, de las emociones y de la conducta, 

además tiene una tendencia progresiva. Es una enfermedad que afecta a gente joven 

ya que suele aparecer al final de la adolescencia o entre los 20 y 30 años de edad. 

Las personas que padecen esquizofrenia sufren un deterioro de su calidad de vida, a 

nivel personal, familiar, educativo, social y laboral. El tratamiento de la esquizofrenia 

es combinado, individualizado y continuado, donde la piedra angular es el 

tratamiento farmacológico con antipsicóticos. Los que disponemos en la actualidad 

son eficaces y seguros, especialmente en revertir los síntomas positivos y prevenir 

recaídas. No obstante, no afectan por igual a todas las personas y conllevan efectos 

adversos que implican la pérdida de adherencia al tratamiento, con el riesgo de 

provocar una posible recaída. Además, tienen una eficacia limitada para la 

sintomatología negativa y cognitiva. Por tanto, resulta primordial llevar a cabo 

estudios que permitan predecir los efectos adversos de los antipsicóticos y estudiar 

la eficacia de nuevas moléculas que podrían mejorar el tratamiento de esta 

enfermedad. 

Por ello, en la presente tesis doctoral se pretende, por un lado, descubrir los 

mecanismos moleculares subyacentes e identificar los genes clave involucrados en 

los efectos metabólicos inducidos por antipsicóticos, en concreto risperidona y 

olanzapina, dos de los fármacos más utilizados en la práctica clínica. Por otro lado, 

se pretende evaluar in vitro la actividad neuroprotectora y antiapoptótica del 

JNJ-46356479, un modulador alostérico positivo de los receptores metabotrópicos 

de glutamato de tipo 2, así como su capacidad de revertir las alteraciones 

neuropatológicas y conductuales en un modelo animal de esquizofrenia generado 

mediante administración postnatal de ketamina. 

Los resultados obtenidos en esta tesis han sido publicados o se encuentran en vías 

de publicación en revistas científicas de alto impacto en el campo de la farmacología 

y la psiquiatría.  
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PREFACIO 

La presente tesis doctoral es el resultado del trabajo realizado por el doctorando en 

la unidad de Farmacología del Departamento de Fundamentos Clínicos, en la 

Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad de Barcelona, dentro 

del Programa de Doctorado en Medicina e Investigación Traslacional. Este trabajo ha 

sido posible gracias a la ayuda de personal investigador predoctoral en formación 

(APIF) de la Universidad de Barcelona, así como a la financiación obtenida del 

Ministerio de Economía y Competitividad, Instituto de Salud Carlos III, Fondo de 

Investigaciones Sanitarias (FIS) (PI16/01222), del Ministerio de Economía, Industria 

y Competitividad (PI18/1005), con fondos FEDER-Unión Europea y la financiación de 

la Beca Pons Balmes (FCRB_PB_2018). Los grupos participantes fueron reconocidos 

por parte de la “Agència de Gestió d’Ajuts Universitaris i de Recerca” (AGAUR) de la 

Generalitat de Catalunya (2017 SGR 1562 Grupo de Farmacología y 

Farmacogenética, 2017 SGR 1355 Grupo de Esquizofrenia Clínico y 2017 SGR 881 

Grupo de Investigación en Psiquiatría y Psicología Infantil Clínico). 

La presente tesis se presenta en formato de compendio de artículos. Consta de 2 

objetivos principales y 4 artículos publicados o en proceso de publicación en revistas 

de alto impacto en el campo de la farmacología y la psiquiatría. A continuación, se 

expone el listado de artículos que componen la tesis actual. 

 

Estudio 1 (EP300 y desregulación metabólica inducida por antipsicóticos) 

 
Martínez-Pinteño A*, Gassó P*, Prohens L, Segura AG, Parellada M, Saiz-Ruiz J, 

Cuesta MJ, Bernardo M, Lafuente A, Mas S, Rodríguez N. Identification of EP300 as 

a key gene involved in antipsychotic-induced metabolic dysregulation based on 

integrative bioinformatics analysis of multi-tissue gene expression data. Frontiers 

in Pharmacology. 2021; 12: 729474 

DOI: 10.3389/fphar.2021.729474 

Factor de impacto: 5,811 

Cuartil y área: 1er Cuartil del área científica Pharmacology & Pharmacy 40/276 
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Estudio 2 (Estudio in vitro: modelo celular) 

 
Gassó P*, Martínez-Pinteño A*, Rodríguez N, Madero S, Gómez M, Segura AG, 

García-Rizo C, Morén C, Mas S, Parellada E. Neuroprotective effect of the positive 

allosteric modulator of the mGluR2 JNJ-46356479 in human neuroblastoma cell 

cultures. International Journal of molecular Science. 2022 (En revisión) 

Factor de impacto: 5,924 

Cuartil y área: 1er Cuartil del área científica Biochemistry & Molecular Biology 67/295 

 

Estudio 3 (Estudio in vivo: modelo animal tratado en la adultez) 

 
Martínez-Pinteño A*, García-Cerro S*, Mas S, Torres T, Boloc D, Rodríguez N, 

Lafuente A, Gassó P, Arnaiz JA, Parellada E. The positive allosteric modulator of the 

mGlu2 receptor JNJ-46356479 partially improves neuropathological deficits and 

schizophrenia-like behaviors in a postnatal ketamine mice model. Journal of 

Psychiatric Research. 2020; 126: 8-18. 

DOI: 10.1016/j.jpsychires.2020.04.005 

Factor de impacto: 4,791 

Cuartil y área: 1er Cuartil del área científica Psychiatry 26/144 

 

Estudio 4 (Estudio in vivo: modelo animal tratado en una etapa precoz) 

 
Martínez-Pinteño A*, Rodríguez N*, Madero S, Gómez M, Prohens L, García-Rizo C, 

Mas S, Consanza M, Parellada E, Gassó P. Early treatment with JNJ-46356479, a 

mGluR2 modulator, improves social and cognitive deficits in a postnatal ketamine 

mice model of schizophrenia. Biomedicine & Pharmacotheraphy (En revisión).  

Factor de impacto: 6,529 

Cuartil y área: 1er Cuartil del área científica Pharmacology & Pharmacy.
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RESUMEN 

La esquizofrenia es un trastorno psicótico grave con una prevalencia aproximada del 

0,75% que se caracteriza por la presencia de síntomas positivos, negativos y déficits 

cognitivos. La enfermedad se inicia con una fase prodrómica donde los individuos 

presentan síntomas subclínicos que evidencian el deterioro funcional. El primer 

episodio psicótico (PEP) generalmente ocurre entre el final de la adolescencia y el 

principio de la edad adulta. Una vez diagnosticada sigue un curso fluctuante dando 

lugar a crisis psicóticas. En cuanto al tratamiento, los antipsicóticos son la única clase 

de fármacos con eficacia comprobada. No obstante, estos fármacos resultan 

ineficaces en el tratamiento de algunos de los síntomas de la enfermedad, como los 

síntomas negativos y los déficits cognitivos. Además, el uso de antipsicóticos 

conduce a la aparición de efectos adversos en algunos pacientes, entre los que 

destaca el síndrome metabólico. En la actualidad, no conocemos los mecanismos por 

los cuales algunos antipsicóticos inducen estas alteraciones metabólicas.  

Dado que el tratamiento actual con antipsicóticos presenta efectos secundarios y su 

efectividad se reduce al control de síntomas positivos, se están desarrollando nuevos 

fármacos. En base a la hipótesis glutamatérgica de la esquizofrenia, el JNJ-46356479 

(JNJ), un modulador alostérico positivo de los receptores metabotrópicos de 

glutamato de tipo 2, podría resultar eficaz en el tratamiento de este trastorno. 

La presente tesis doctoral tiene como objetivo profundizar en los mecanismos 

moleculares involucrados en la aparición del síndrome metabólico inducido por 

antipsicóticos con el fin último de identificar marcadores predictivos de este efecto 

adverso, así como evaluar la eficacia del JNJ en distintos modelos experimentales. En 

concreto, se pretende identificar los cambios de expresión génica en ratón inducidos 

por el tratamiento antipsicótico que nos permitan hallar procesos biológicos y 

potenciales genes candidatos relacionados con el desarrollo de alteraciones 

metabólicas. En cuanto a la eficacia, se busca valorar el efecto neuroprotector y la 

actividad antiapoptótica del JNJ, en comparación con clozapina, en una línea celular 

de neuroblastoma humano, así como, evaluar su capacidad para revertir las 
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alteraciones neuropatológicas y cognitivo-conductuales en un modelo animal de 

esquizofrenia generado mediante la administración postnatal de ketamina. 

Los resultados obtenidos indican que los antipsicóticos modifican la expresión de 

diversos genes involucrados en la regulación de los procesos metabólicos y señalan 

a EP300 como un gen candidato de las anomalías metabólicas inducidas por estos 

fármacos. Por otra parte, el tratamiento con JNJ ha demostrado no ser neurotóxico 

y atenuar la apoptosis, particularmente la activación de caspasa-3 inducida por 

dopamina y glutamato, en la línea celular de neuroblastoma. Además, el tratamiento 

con JNJ, administrado en ratones durante la adultez o de forma precoz en etapas 

correspondientes a la fase prodrómica de la enfermedad, ha mejorado parcialmente 

los déficits neuropatológicos y los síntomas negativos y cognitivos, mostrando una 

mayor eficacia que el tratamiento con clozapina.  

En conclusión, EP300 y los genes implicados en su red de interacción podrían 

considerarse genes candidatos para futuros estudios farmacogenéticos del síndrome 

metabólico inducido por antipsicóticos. Por otro lado, el JNJ podría ser un 

tratamiento eficaz para la esquizofrenia, aunque serían necesarios más estudios. 
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ABSTRACT 

Schizophrenia is a severe psychotic disorder with an approximate prevalence of 

0.75% that is characterized by the presence of positive and negative symptoms and 

cognitive deficits. The disease begins with a prodromal phase where individuals 

present subclinical symptoms that show functional deterioration. The first psychotic 

episode (FPE) usually occurs between the end of adolescence and the beginning of 

adulthood. Once diagnosed, it follows a fluctuating course giving rise to psychotic 

crises. Regarding treatment, antipsychotics are the only class of drugs with proven 

efficacy. However, these drugs are ineffective in treating some of the symptoms of 

the disease, such as negative symptoms and cognitive deficits. In addition, the use 

of antipsychotics leads to the appearance of adverse effects in some patients, among 

which metabolic syndrome stands out. At present, we do not know the mechanisms 

by which some antipsychotics induce these metabolic alterations. 

Since current treatment with antipsychotics has side effects and its effectiveness is 

reduced to the control of positive symptoms, new drugs are being developed. Based 

on the glutamatergic hypothesis of schizophrenia, JNJ-46356479 (JNJ), a positive 

allosteric modulator of metabotropic glutamate receptors type 2, could be effective 

in the treatment of this disorder. 

This doctoral thesis aims to delve into the molecular mechanisms involved in the 

appearance of metabolic syndrome induced by antipsychotics with the ultimate goal 

of identifying predictive markers of this adverse effect, as well as evaluating the 

efficacy of JNJ in different experimental models. Specifically, the aim is to identify 

changes in gene expression in mice induced by antipsychotic treatment that allow us 

to find biological processes and potential candidate genes related to the 

development of metabolic disorders. Regarding efficacy, the aim is to assess the 

neuroprotective effect and antiapoptotic activity of JNJ, compared to clozapine, in a 

human neuroblastoma cell line, as well as to evaluate its ability to reverse 

neuropathological and cognitive-behavioural alterations in an animal model of 

schizophrenia generated by postnatal administration of ketamine. 
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The results obtained indicate that antipsychotics modify the expression of various 

genes involved in the regulation of metabolic processes and point to EP300 as a 

candidate gene for the metabolic abnormalities induced by these drugs. On the other 

hand, JNJ treatment has been shown to be non-neurotoxic and to attenuate 

apoptosis, particularly caspase-3 activation induced by dopamine and glutamate, in 

the neuroblastoma cell line. In addition, treatment with JNJ, administered to mice 

during adulthood or in early stages corresponding to the prodromal phase of the 

disease, has partially improved neuropathological deficits and negative and cognitive 

symptoms, showing greater efficacy than treatment with clozapine. 

In conclusion, EP300 and the genes involved in its interaction network could be 

considered candidate genes for future pharmacogenetic studies of metabolic 

syndrome induced by antipsychotics. On the other hand, JNJ could be an effective 

treatment for schizophrenia, although more studies are needed. 

 



 

15 
 

 

1. 
INTRODUCCIÓN 



 

 

 



Introducción 

17 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Esquizofrenia 
 

1.1.1. Definición de la esquizofrenia 

El concepto actual que tenemos de esquizofrenia es relativamente reciente. Es un 

neologismo acuñado en 1908 por Eugen Bleuer en un artículo titulado Die Prognose 

der Dementia praecox (Schizophreniegruppe), aunque previamente el concepto lo 

introdujo Emil Kraepelin a finales del siglo XIX, diferenciando la “demencia precoz” 

de otros trastornos mentales (1). La palabra esquizofrenia proviene del griego clásico 

schízein (escindir, dividir) y phrenós (mente). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define la esquizofrenia como un 

trastorno mental grave que se caracteriza por anomalías del pensamiento, la 

percepción, las emociones, el lenguaje, la percepción del yo y la conducta (2). 

En efecto, la esquizofrenia es un trastorno psicótico grave en el que intervienen 

varios factores y se caracteriza por una amplia variabilidad, tanto en sus causas como 

en su presentación clínica. Los pacientes pueden presentar una combinación de 

alucinaciones, delirios y trastornos graves del pensamiento y el comportamiento, 

que afectan al funcionamiento diario, llegando a ser incapacitante. 

 

1.1.2. Epidemiología, características clínicas y diagnóstico de la 

esquizofrenia 

En la esquizofrenia se estima una prevalencia aproximada del 0,75% de la población 

mundial (3) y una incidencia media anual de 15,2 casos por cada 100.000 personas. 

Se empieza a manifestar al final de la adolescencia o inicio de la edad adulta, 

alrededor de los 22 años (4), aunque puede aparecer a cualquier edad. La evidencia 

sugiere que existen diferencias en función del sexo, con una proporción mayor de 

casos en hombres que en mujeres (1,4 hombres por cada mujer). No obstante, en la 

edad adulta predomina el inicio del trastorno en el sexo femenino (5). En relación a 

la tasa de mortalidad estandarizada, en la mayoría de los países es de 

aproximadamente 2,5 por cada 100.000 defunciones. La esperanza de vida se reduce 

aproximadamente entre 15 y 20 años, debido a factores relacionados con el estilo 
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de vida como la mala alimentación, la falta de actividad física, el tabaquismo y el 

abuso de sustancias (6). Además, una de las causas de muerte más comunes entre 

los pacientes con esquizofrenia es el suicidio, siendo la prevalencia puntual de 

ideación suicida en este trastorno del 30% (7). 

Los síntomas varían ampliamente entre individuos y en el propio paciente a lo largo 

de la vida. Ningún síntoma es patognomónico de la esquizofrenia, sino que la 

combinación de ellos conlleva su diagnóstico. Estos síntomas se clasifican en tres 

categorías principales: positivos, negativos y cognitivos: 

1- Síntomas positivos: incluyen percepciones alteradas, pensamientos anormales y 

comportamientos extraños. Las personas con estos síntomas psicóticos pueden 

perder el sentido de la realidad y percibirse a sí mismas y al mundo que las 

envuelve de manera distorsionada, llegando a experimentar: 

a) Alucinaciones: percepciones de estímulos que no existen, que pueden ser 

visuales, auditivas, gustativas, olfativas o táctiles. 

b) Delirios: creencias firmemente arraigadas que no están respaldadas por 

hechos objetivos. 

c) Trastornos del pensamiento: incluyen pensamiento inusual o ilógico, así 

como dificultad para organizar las ideas y el habla. 

 

2- Síntomas negativos: incluyen la pérdida de interés, de motivación o del disfrute 

en las actividades de la vida diaria, retraimiento social, dificultad para mostrar 

las emociones y dificultad para funcionar con normalidad. Entre ellos 

distinguimos: 

a) Abulia: falta de voluntad para actuar o tomar decisiones de forma 

independiente. 

b) Afecto plano: ausencia de respuesta emocional a una situación que por 

lo general suscita emociones. 

c) Alogia: ausencia o disminución del lenguaje espontáneo y de su 

contenido. 

d) Anhedonia: incapacidad para prever y experimentar placer. 
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e) Apatía: estado de desinterés y falta de motivación que provoca dificultad 

para planificar, iniciar y mantener actividades. 

 

3- Síntomas cognitivos: incluyen problemas de atención, concentración y memoria. 

Estos síntomas pueden ser sutiles en algunas personas, pero en otras, son más 

prominentes e interfieren en actividades rutinarias como seguir conversaciones, 

aprender cosas nuevas o recordar citas. El paciente suele experimentar: 

a) Dificultad para procesar la información necesaria para tomar decisiones. 

b) Problemas para concentrarse o prestar atención. 

c) Problemas para usar la información inmediatamente después de 

aprenderla. 

 

En la actualidad, debido a la ausencia de marcadores biológicos u otras pruebas 

específicas, el diagnóstico del trastorno que llevan a cabo los profesionales de la 

salud se basa en la evaluación exhaustiva de los signos y síntomas, así como de los 

antecedentes. Los criterios diagnósticos han ido evolucionando junto a la definición 

de esquizofrenia a lo largo de los años. Estos criterios que se aplican en la clínica se 

encuentran recogidos en manuales, siendo el DSM-V (Diagnostic and Statistical 

Manual of Mental Disorders, 5th Edition) uno de los más empleados. En este manual 

se utilizan dimensiones psicopatológicas con el objetivo de mejorar la capacidad para 

describir la heterogeneidad de la esquizofrenia de una manera que sea válida y 

clínicamente útil (8), y facilitar el tratamiento. Los criterios diagnósticos actuales 

pueden verse en el cuadro 1. 

Es necesario señalar la importancia de realizar un diagnóstico diferencial y un 

seguimiento detallado del paciente para descartar otros trastornos mentales o 

trastornos por abuso de sustancias. Los primeros síntomas se dan en la fase 

prodrómica de la esquizofrenia. En ella, los individuos pueden presentar síntomas 

subclínicos que evidencian el deterioro funcional de la persona. En un primer 

momento de esta fase las personas experimentan síntomas negativos o síntomas 

clínicos inespecíficos y más adelante pueden empezar a aparecer los primeros 

síntomas positivos de forma atenuada por debajo de los niveles clínicos de 

diagnóstico (9). 
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El primer episodio psicótico (PEP) puede darse en la infancia, la adolescencia o en 

periodos más avanzados de la edad adulta, aunque generalmente ocurre en adultos 

jóvenes. El término esquizofrenia de inicio temprano se utiliza para referirse a 

pacientes a los que se les diagnostica el trastorno antes de los 18 años, 

considerándose esta aparición de la enfermedad en etapas tempranas del desarrollo 

cerebral un determinante de mal pronóstico del paciente (10). Una vez 

diagnosticada, sigue un curso fluctuante dando lugar a crisis psicóticas donde se 

pueden observar síntomas positivos, negativos y cognitivos mal controlados. 

Además, los síntomas negativos y déficits cognitivos pueden experimentar un 

empeoramiento progresivo con el curso del trastorno (Figura 1). En la mayoría de 

casos la recaída es común y la remisión es incompleta y se calcula que un 80% de los 

pacientes con esquizofrenia vuelven a tener una recaída durante los 5 años 

siguientes al PEP (11,12). No obstante, en el 10 – 15% de casos, la recuperación 

después de un PEP es completa. 

Figura 1. Inicio y progresión de la esquizofrenia. (Adaptado de Millan y cols. 2016 (13)). 

 

Entre los factores asociados a un mal pronóstico de la enfermedad destacan la 

presencia de síntomas negativos graves y déficits cognitivos, así como una mayor 

duración de la psicosis no tratada (14,15). A menudo, el diagnóstico de pacientes con 

síntomas predominantemente negativos se retrasa, lo que da lugar a una psicosis no 
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tratada de mayor duración que está relacionada con una peor funcionalidad de los 

pacientes (16). 

Cuadro 1. Criterios diagnósticos de la esquizofrenia según el DSM-5TM
. 

A. Dos (o más) de los síntomas siguientes, cada uno de ellos presente durante una parte 

significativa de tiempo durante un período de un mes (o menos si se trató con éxito). 

Al menos uno de ellos ha de ser (1), (2) o (3): 

1) Delirios 

2) Alucinaciones 

3) Discurso desorganizado (p. ej., disgregación o incoherencia frecuente). 

4) Comportamiento muy desorganizado o catatónico. 

5) Síntomas negativos (es decir, expresión emotiva disminuida o abulia). 

B. Durante una parte significativa del tiempo desde el inicio del trastorno, el nivel de 

funcionamiento en uno o más ámbitos principales, como el trabajo, las relaciones 

interpersonales o el cuidado personal, está muy por debajo del nivel alcanzado antes 

del inicio (o cuando comienza en la infancia o la adolescencia, fracasa la consecución 

del nivel esperado de funcionamiento interpersonal, académico o laboral). 

C. Los signos continuos del trastorno persisten durante un mínimo de seis meses. Este 

período de seis meses ha de incluir al menos un mes de síntomas prodrómicos o 

residuales. Durante estos períodos prodrómicos o residuales, los signos del trastorno 

se pueden manifestar únicamente por síntomas negativos o por dos o más síntomas 

enumerados en el Criterio A presentes de forma atenuada (p. ej., creencias extrañas, 

experiencias perceptivas inhabituales). 

D. Se han descartado el trastorno esquizoafectivo y el trastorno depresivo o bipolar con 

características psicóticas porque 1) no se han producido episodios maníacos o 

depresivos mayores de forma concurrente con los síntomas de la fase activa, o 2) si 

se han producido episodios del estado de ánimo durante los síntomas de fase activa, 

han estado presentes sólo durante una mínima parte de la duración total de los 

períodos activo y residual de la enfermedad. 

E. El trastorno no se puede atribuir a los efectos fisiológicos de una sustancia (p. ej., 

una droga o medicamento) o a otra afección médica. 

F. Si existen antecedentes de un trastorno del espectro del autismo o de un trastorno 

de la comunicación de inicio en la infancia, el diagnostico adicional de esquizofrenia 

sólo se hace si los delirios o alucinaciones notables, además de los otros síntomas 

requeridos para la esquizofrenia, también están presentes durante un mínimo de un 

mes (o menos si se trató con éxito). 

Especificar si: 

Los siguientes especificadores del curso de la enfermedad sólo se utilizarán después 

de un año de duración del trastorno y si no están en contradicción con los criterios de 

evolución diagnósticos. 
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Primer episodio, actualmente en episodio agudo: La primera manifestación del 

trastorno cumple los criterios definidos de síntoma diagnóstico y tiempo. Un episodio 

agudo es el período en que se cumplen los criterios sintomáticos. 

Primer episodio, actualmente en remisión parcial: Remisión parcial es el período 

durante el cual se mantiene una mejoría después de un episodio anterior y en el que 

los criterios que definen el trastorno sólo se cumplen parcialmente. 

Primer episodio, actualmente en remisión total: Remisión total es el período después 

de un episodio anterior durante el cual los síntomas específicos del trastorno no están 

presentes. 

Episodios múltiples, actualmente en episodio agudo: Los episodios múltiples se 

pueden determinar después de un mínimo de dos episodios (es decir, después de un 

primer episodio, una remisión y un mínimo de una recidiva). 

Episodios múltiples, actualmente en remisión parcial 

Episodios múltiples, actualmente en remisión total 

Continuo: Los síntomas que cumplen los criterios de diagnóstico del trastorno están 

presentes durante la mayor parte del curso de la enfermedad, y los períodos 

sintomáticos por debajo del umbral son muy breves en comparación con el curso 

global. 

No especificado 

Especificar si: 

Con catatonía 

Fuente: (American Psychiatric Association, 2013) (17). 

 

1.1.3. Etiopatogenia de la esquizofrenia 

La esquizofrenia es un trastorno complejo y heterogéneo de origen multifactorial en 

el que están implicados múltiples factores genéticos y ambientales que 

interaccionan entre sí y determinan su aparición (18). Aunque los mecanismos 

etiopatogénicos concretos continúan siendo desconocidos se han descrito 

diferentes alteraciones a nivel estructural y de neurotransmisión cerebral en estos 

pacientes. 

Existen evidencias de anomalías estructurales en el cerebro de pacientes con 

esquizofrenia, detectándose un volumen intracraneal e hipocampal disminuido, así 

como una reducción del tamaño de la amígdala, el tálamo y el núcleo 

accumbens (19). Por otro lado, se han reportado volúmenes mayores del ventrículo 
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lateral y del globo pálido (20). Además, se ha encontrado una reducción generalizada 

del grosor cortical y una superficie cortical más pequeña, sobre todo en las regiones 

de los lóbulos temporal y frontal (21). Específicamente, en la corteza prefrontal (CPF) 

se han observado alteraciones funcionales como la hipofrontalidad en estado de 

reposo y en ejecución de tareas en pacientes con esquizofrenia (22). Diversos 

estudios de neuroimagen en cerebros humanos in vivo y post mortem han mostrado 

evidencias de alteraciones neuroquímicas como variaciones en las concentraciones 

de neurotransmisores y en la densidad de receptores, que implican una 

neurotransmisión dopaminérgica, serotoninérgica, glutamatérgica y GABAérgica 

anormal (23,24). Estas alteraciones ponen en evidencia la etiología compleja de la 

enfermedad, para la que se han propuesto diferentes teorías que apuntan a un papel 

central para varios neurotransmisores. 

La teoría de la desregulación dopaminérgica se remonta a principios de los años 50, 

tras el descubrimiento de Jean Delay y Pierre Deniker de los efectos 

antipsicóticos (APs) de la clorpromazina (25), fármaco que originalmente se 

desarrolló como un antihistamínico para tratar diferentes condiciones como náuseas 

y alergias. Años más tarde, Carlsson y Lindqvist observaron que la clorpromazina 

aumentaba la concentración de metabolitos de dopamina en el cerebro de ratones, 

sin alterar los niveles de este neurotransmisor, lo que los llevó a proponer que los 

APs ejercían sus efectos terapéuticos mediante el bloqueo de los receptores de 

dopamina (26). La hipótesis que se formuló entonces proponía que la transmisión 

excesiva de dopamina representaba la característica central de la esquizofrenia (27). 

Esta hipótesis se vio apoyada por la evidencia clínica de que la administración de 

drogas estimulantes como las anfetaminas, que actúan como un potente liberador 

de catecolaminas en el cerebro, provoca un aumento de los niveles sinápticos de 

dopamina y produce efectos psicótico-miméticos agudos en individuos sanos y una 

exacerbación de los síntomas en los pacientes esquizofrénicos (28) los cuáles 

mejoran con el tratamiento con APs (29). 

A mediados de los años 70 se demostró que la eficacia de los APs contra los síntomas 

positivos está relacionada con la propiedad farmacodinámica general de 

antagonismo del receptor de dopamina D2 (30). Una reconceptualización más actual 
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de la hipótesis dopaminérgica plantea que los síntomas positivos de la esquizofrenia 

son resultado de la hiperestimulación del receptor D2 debido a la hiperactividad de 

proyecciones dopaminérgicas mesolímbicas, mientras que los síntomas negativos y 

las deficiencias cognitivas se deben a la hipoestimulación del receptor D1 de la CPF 

provocada por la reducción de proyecciones dopaminérgicas mesocorticales (31) 

(Figura 2). No obstante, aunque la hiperdopaminergia subcortical está bien 

documentada, el déficit en la CPF en la transmisión dopaminérgica está menos 

establecido (32). La hipótesis de la dopamina puede explicar la aparición de ciertos 

aspectos de la psicopatología de la esquizofrenia, especialmente de los síntomas 

positivos (33). 

Figura 2. Vías dopaminérgicas y su relación con la esquizofrenia. 

Vía mesolímbica (color verde), transmite dopamina desde el área tegmental ventral del 

mesencéfalo a la región límbica que incluye núcleo accumbens, hipocampo, amígdala y 

corteza entorrinal. Se asocia con la sintomatología positiva de la esquizofrenia. 

Vía mesocortical (color violeta), transmite dopamina desde el área tegmental ventral a la 

corteza frontal. Se asocia con la sintomatología negativa de la esquizofrenia. 

Vía nigroestriatal (color rojo), transmite dopamina desde la región pars compacta de la 

sustancia negra hasta el cuerpo estriado. Está involucrada en el control motor. La CPF se 

encuentra destacada en color grisáceo. (Creado con BioRender.com) 
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Sin embargo, por sí sola no puede aclarar la aparición de los síntomas negativos y 

cognitivos, alteraciones que no mejoran con el tratamiento con los APs, lo que 

sugiere la existencia de otros mecanismos implicados (34). Así, en las últimas dos 

décadas, ha pasado de ser la hipótesis preponderante a asumir que resulta una 

simplificación excesiva que es insuficiente para explicar la etiología del trastorno. 

Con el advenimiento de los APs de segunda generación, resurgió el interés por la 

teoría serotoninérgica. Esta sugiere que la esquizofrenia podría resultar de una 

sobreestimulación en la neurotransmisión de la serotonina en la corteza cerebral, 

especialmente en la corteza cingulada anterior y el lóbulo frontal dorsolateral 

(35,36). La principal evidencia se basa en los estudios sobre el efecto de la 

dietilamida de ácido D-lisérgico (LSD), una sustancia psicodélica semisintética, y la 

serotonina (5-Hidroxitriptamina; 5-HT) en el sistema nervioso central (37,38). El LSD 

es un agonista del receptor de la serotonina y tiene una acción alucinógena y 

psicotomimética. Esta hipótesis se ha visto reforzada por el hecho de que muchos de 

los APs antagonizan los receptores de la serotonina 5HT2A (39). Además, diversos 

estudios post mortem en muestras de pacientes con esquizofrenia encontraron 

alteraciones en receptores serotoninérgicos, evidenciando que la neurotransmisión 

de esta sustancia está afectada. En concreto, se observó un aumento del número de 

receptores 5-HT1A en la CPF y temporal (40), y una disminución significativa de 5-HT2A 

en la CPF, así como una disminución en la densidad de receptores serotoninérgicos 

en la corteza frontal (41,42). Esta sobrecarga serotoninérgica conduciría a la 

interrupción de la señalización de glutamato y, en última instancia, a la atrofia 

sináptica y la pérdida de materia gris. La entrada de dopamina en una corteza 

cingulada anterior deteriorada causaría los síntomas positivos y la actividad reducida 

del lóbulo frontal provocaría los síntomas negativos y el deterioro cognitivo (35). 

Otras teorías han relacionado la esquizofrenia con alteraciones en el glutamato, el 

neurotransmisor excitatorio más abundante en el sistema nervioso central. La 

hipótesis glutamatérgica de la esquizofrenia se formuló en los años 80 (43). Esta 

propone una hipofunción de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) como 

factor patogénico de la esquizofrenia (44,45), en particular en lo que respecta a los 

síntomas negativos y al deterioro cognitivo (46,47). 
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La evidencia más notable fue la observación de los efectos provocados por 

antagonistas no competitivos de los receptores NMDA, como la ketamina y la 

fenciclidina (48). Estas drogas inducen síntomas similares a la esquizofrenia, no 

solamente sintomatología positiva como la psicosis inducida por anfetaminas, sino 

también síntomas negativos y cognitivos en individuos sanos (44,49,50). Estudios in 

vivo mediante tomografía computarizada por emisión de fotón único (SPECT) 

evidenciaron una reducción significativa en el hipocampo de los valores relativos de 

unión al receptor NMDA en pacientes con esquizofrenia no tratada en comparación 

con voluntarios sanos (51). Además, estudios post mortem en tejido cerebral 

humano hallaron niveles reducidos de expresión de las subunidades del receptor 

NMDA, concretamente de GluN1, en pacientes con esquizofrenia (52). 

Otra teoría propuesta para explicar el origen de la esquizofrenia es la del 

neurodesarrollo formulada a mediados de los años 80 (53,54). Esta teoría postula 

que la esquizofrenia es producto de una alteración cerebral primaria debido a un 

defecto estructural que tiene lugar en el desarrollo del sistema nervioso central. 

Según la misma, la persona nace con unos factores genéticos determinados que en 

interacción con factores ambientales hacen que el desarrollo del cerebro se vea 

alterado (55,56). Las lesiones tempranas como el deterioro de la neurogénesis, la 

migración neuronal, la arborización dendrítica o el crecimiento axonal, conducirían 

a anomalías en los circuitos neuronales que explicarían los signos y síntomas 

premórbidos. Durante la adolescencia y la edad adulta temprana, las anomalías en 

la maduración cerebral, como los déficits en la mielinización y la poda sináptica 

excesiva, podrían explicar la aparición de los síntomas (55,57,58), mientras que el 

deterioro progresivo se explicaría por la disminución de la neuroplasticidad, el 

deterioro de las espinas dendríticas y una excesiva poda sináptica a lo largo de la 

enfermedad (57). Numerosos estudios de expresión génica post mortem y estudios 

prospectivos de imágenes cerebrales multimodales han proporcionado evidencias 

que apoyan la teoría del neurodesarrollo (56). 

El exceso de poda sináptica podría estar inducido por la desregulación de procesos 

apoptóticos mediados por un exceso de glutamato (59). Una alteración en los 

receptores glutamatérgicos NMDA podría producir una disfunción de las 
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interneuronas inhibidoras GABAérgicas que expresan parvalbúmina (PV+), una 

proteína de unión al calcio, que provocaría la desinhibición de las neuronas 

piramidales glutamatérgicas excitadoras. Como resultado podría producirse una 

liberación significativa de glutamato (tormenta glutamatérgica) de forma localizada. 

Esto llevaría a un estado hiperdopaminérgico subcortical (tormenta dopaminérgica) 

que implicaría la aparición de síntomas positivos. Por tanto, el aumento de 

glutamato extracelular desencadenaría fenómenos de neurotoxicidad y apoptosis, 

especialmente durante etapas claves del desarrollo fisiológico cerebral, en la 

adolescencia (60), que llevarían a la poda de espinas dendríticas de neuronas de la 

CPF y del hipocampo (61). Esto estaría relacionado con la pérdida acelerada de 

sustancia gris, y con los síntomas negativos y el déficit cognitivo de la enfermedad 

(20,62). La pérdida de espinas dendríticas y de plasticidad sináptica alteraría 

gravemente la conectividad de la circuitería cerebral en la esquizofrenia (63) 

afectando procesos clave del aprendizaje y la memoria (64) (Figura 3). 
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Figura 3. Integración de las teorías etiopatogénicas de la esquizofrenia. 

Ver pie de figura en la página siguiente. 
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(Ver figura en la página anterior) 

Figura 3.  
Diagrama simplificado que resume las vías que se han hipotetizado para la apoptosis 
dendrítica subyacente a la poda excesiva de las espinas dendríticas que ocurre en la 
adolescencia tardía y en la adultez temprana en individuos con esquizofrenia. En la parte 
central del diagrama se representan las alteraciones reportadas en circuitos corticales 
cerebrales en pacientes con esquizofrenia y en modelos animales de este trastorno. 
a) Plasticidad sináptica aberrante. Alteración en genes que codifican el ajuste fino de la 
sinapsis de glutamato y que son cruciales para la plasticidad de espinas dendríticas. Su 
disfunción puede contribuir a la pérdida exagerada de espinas, lo que lleva a conexiones 
erróneas en el cerebro e ineficiencia sináptica. b) Activación local de la apoptosis 
dendrítica. En períodos críticos, la tormenta glutamatérgica y la sobrecarga de calcio a través 
de los receptores de NMDA podrían desencadenar la activación local de la vía de apoptosis 
mitocondrial dendrítica y la cascada de caspasa-3, lo que conduciría a la poda excesiva de 
espinas y dendritas. Como se muestra en la figura, los proteosomas actúan como frenos que 
impiden la propagación del mecanismo de apoptosis al cuerpo celular, evitando así la muerte 
celular. c) Activación de la microglía. Las dendritas apoptóticas y otras moléculas generan 
señales de "encuéntrame" y señales de "cómeme" para atraer a la microglía que contribuye 
a la fagocitosis de las sinapsis. Por lo tanto, la microglía podría contribuir a la poda excesiva 
de las espinas dendríticas en períodos críticos del neurodesarrollo. (Adaptado de Parellada y 

Gassó, 2021 (59)). 

 

1.1.4. Factores de riesgo 

Aunque se desconocen las causas de la esquizofrenia, numerosos estudios han 

reportado ciertas condiciones que parecen aumentar el riesgo a desarrollar el 

trastorno. En la esquizofrenia no existe una causa única que explique su aparición, 

sino que, a diferencia de enfermedades monogénicas, es la combinación de 

múltiples factores de riesgo, tanto genéticos como ambientales, lo que determina el 

inicio y la evolución de este trastorno. 

 

1.1.4.1. Factores genéticos 

En estudios de gemelos se ha estimado que los factores hereditarios explican 

alrededor del 80% del riesgo de padecer esquizofrenia (65,66). Esto es indicativo del 

fuerte componente genético de la enfermedad. Mediante estudios con familias y 

gemelos en adopción se ha determinado que el riesgo de padecer esquizofrenia se 

correlaciona con el grado de parentesco con el familiar afectado y con el número de 

genes compartidos. El riesgo de padecer el trastorno para los familiares de tercer 

grado fue del 2%, para los familiares de segundo grado, entre el 2% y el 5% y para 

los de primer grado entre el 9% y el 13%. Cabe destacar que en gemelos dicigóticos 

el riesgo fue del 17% y en monocigóticos el riesgo ascendió al 48% (67,68) (Figura 4). 
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Figura 4. Riesgo genético de sufrir esquizofrenia de un individuo en función del 

parentesco que tenga con un paciente afectado. (Adaptado de McDonald y Murphy 

2003 (67)). 

 

El hecho de que los gemelos monocigóticos no presenten una concordancia del 100% 

indica que, si bien los factores de riesgo genético son importantes en la etiología de 

la esquizofrenia no son la causa directa y, por tanto, los genes más bien tienen un 

papel de susceptibilidad. También es evidente que la causa de este trastorno no es 

una única mutación en un solo gen sino un conjunto de genes alterados, donde 

estarían implicados múltiples polimorfismos, con efectos individuales pequeños para 

cada uno de ellos. 

Estudios realizados mediante técnicas de citogenética en familias han permitido 

identificar regiones cromosómicas que presentaron alteraciones, detectándose la 

translocación entre los cromosomas 1 y 11, viéndose alterados los genes DISC1 y 

DISC2 (Disrupted in Schizophrenia 1 y 2), los cuales son importantes genes candidatos 

para el trastorno (69). La citogenética molecular también hizo posible la 

identificación de las primeras mutaciones asociadas a la esquizofrenia que consistían 

en variaciones en el número de copias, de manera que las deleciones en el 

cromosoma 22q11.2 aumentaban el riesgo de esquizofrenia (70). 

Métodos indirectos como los estudios de ligamiento se han utilizado para identificar 

posiciones cromosómicas asociadas a la esquizofrenia. Un ejemplo es el hallazgo de 

la asociación del gen DTNBP1 (Dystrobrevin binding protein 1), localizado en la región 
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cromosómica 6p22.3, con la esquizofrenia. Su ubicación dentro del segmento del 

cromosoma 6 donde se había mostrado evidencia de ligamiento con el trastorno, 

facilitó la identificación de este gen (71). Esta estrategia ha permitido encontrar 

ligamiento con diversas regiones cromosómicas (72). 

Los estudios de asociación de genes candidatos han permitido estudiar numerosos 

genes de efectos moderados que confieren cierta susceptibilidad a desarrollar 

esquizofrenia. Estos estudios comparan las frecuencias de uno o varios 

polimorfismos genéticos en genes seleccionados en base a las diferentes hipótesis 

fisiopatológicas del trastorno entre pacientes con esquizofrenia e individuos sanos. 

Esto ha servido para identificar genes candidatos relacionados con la 

neurotransmisión dopaminérgica (DRD1 (73), DRD2 (74,75), DRD3 (76), TH (77), 

SLC6A3 (75)), serotoninérgica (5-HTR1B (78), 5-HTR2A (79), TPH1 (80), SLC6A4 (81)) 

y glutamatérgica (SLC1A6 (82), GRM3 (83)). 

En la última década se han realizado múltiples estudios de asociación del genoma 

completo (GWAS), que analizan una gran cantidad de polimorfismos de un único 

nucleótido (SNPs) localizados a lo largo de todo el genoma. Esto ha permitido 

identificar nuevos genes asociados que tendrían un importante papel en la patogenia 

del trastorno como GRIN2A, SP4, STAG1, FAM120A, FOXP1 y BCL11B, entre 

otros (84–86). Además, los estudios de GWAS nos permiten calcular las 

puntuaciones de riesgo poligénico (PRS, polygenic risk score), que se calculan como 

el sumatorio de los diferentes alelos de riesgo identificados, de manera que se tiene 

en cuenta el efecto de múltiples polimorfismos implicados en el fenotipo de estudio. 

Estos análisis han permitido determinar puntuaciones de riesgo poligénico basadas 

en 108 loci genéticos asociados con la enfermedad reportados en un amplio estudio 

de asociación de todo el genoma, si bien para esquizofrenia solamente explicó el 7% 

de la variabilidad (84). En otro GWAS con población europea, se determinó que la 

varianza explicada por las PRS que identifican alelos causales osciló entre el 32% y el 

36% (87). Muchos de los genes que se identifican en los estudios de asociación de 

genoma completo y estudios de expresión génica implican vías asociadas al sistema 

inmunitario, desarrollo del citoesqueleto y a la plasticidad y función sináptica (88). 
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Es evidente que la genética solo explica una pequeña parte de la varianza en la 

predisposición de esquizofrenia en población general. Por lo tanto, una importante 

proporción de esta predisposición podría deberse a la interacción gen-ambiente (18) 

o a mecanismos epigenéticos que reflejan el efecto del ambiente (89). 

 

1.1.4.2. Factores ambientales 

La exposición a determinados factores ambientales en momentos determinados del 

desarrollo se ha relacionado con el riesgo a desencadenar la aparición del trastorno. 

El paradigma dominante para entender la contribución del ambiente en la etiología 

de la esquizofrenia ha sido durante las últimas décadas la teoría del 

neurodesarrollo (55). Esta plantea que el proceso patológico ocurre durante el 

desarrollo cerebral, mucho antes que las manifestaciones clínicas (33). Se han 

identificado múltiples factores de riesgo ambientales que afectan al neurodesarrollo 

temprano durante el embarazo. Incluyendo el estrés maternal (90); infecciones 

maternas causadas por rubéola, gripe, toxoplasmosis o incluso el virus del herpes 

simple tipo 2 (91); deficiencias nutricionales como haber pasado por períodos de 

hambruna (92) o deficiencias de vitamina D (93) así como el retraso del crecimiento 

intrauterino (94). 

Además, se han reportado hallazgos significativos en lo que respecta a las 

complicaciones obstétricas (95), que pueden darse: en el embarazo (sangrado, 

preeclampsia, diabetes e incompatibilidad Rh), durante el desarrollo y crecimiento 

anormal del feto (poco peso al nacer, malformaciones congénitas, perímetro cefálico 

pequeño) y en el parto (asfixia, atonía uterina y cesárea de emergencia). El uso de 

fórceps y el bajo peso al nacer son las variables que mejor predicen una edad 

temprana de inicio a la psicosis en un PEP (96). 

Asimismo, también se ha asociado un mayor riesgo de esquizofrenia en personas 

que se han criado en zonas urbanas, en comparación con las que viven en zonas 

rurales (97); en personas que tienen un nivel socioeconómico bajo (98), en primeras 

o segundas generaciones de migrantes (99), y en individuos que han nacido en 

invierno o a principios de primavera. En concreto se ha observado que nacer en estos 

períodos estacionales implica mayor probabilidad, entre un 5 y un 15%, de 
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desarrollar esquizofrenia (100). Otro factor ampliamente estudiado es el mayor 

riesgo de esquizofrenia relacionado con la edad paterna avanzada, mayores de 35 

años, en el momento de nacimiento de la descendencia (101). Esta asociación se ha 

atribuido al incremento de mutaciones de novo en la descendencia debido a la mayor 

edad del progenitor (102). Por otra parte, estudios recientes asocian el uso del 

cannabis en adolescentes con un riesgo de dos a tres veces mayor de desarrollar 

esquizofrenia, incluso en usuarios de baja frecuencia (103). 

  



A. Martínez-Pinteño • Modelos experimentales aplicados al estudio de la eficacia y la seguridad de los APs 

 

34 

1.2. Farmacología de la esquizofrenia 
 

1.2.1. Antipsicóticos de primera y segunda generación 

Los antipsicóticos son la principal, y hasta ahora la única, clase de fármacos con 

eficacia comprobada en el tratamiento de la esquizofrenia. Su origen se remonta a 

los inicios de la década de los 50, con la síntesis de la clorpromazina por la compañía 

farmacéutica francesa Rhône-Poulenc y su introducción en la práctica clínica en 

Francia en el año 1952 (104). En la actualidad, existen más de 80 moléculas 

aprobadas para uso clínico por los organismos internacionales de salud (105). 

Se establece una distinción entre los primeros fármacos desarrollados, llamados APs 

de primera generación o típicos, y los más recientes, que se denominan APs de 

segunda generación o atípicos. Estos últimos se introdujeron en los años 90, con la 

comercialización de la clozapina, y presentan una menor incidencia de efectos 

adversos extrapiramidales y una mayor prevalencia de efectos metabólicos que los 

fármacos típicos. 

Identificar a los pacientes que no responden al tratamiento y comprender la 

variabilidad en la eficacia y en los efectos adversos sigue siendo un importante tema 

de estudio (106). De momento, no existen biomarcadores específicos que faciliten la 

elección del tratamiento más adecuado para el paciente (107). El proceso de 

prescripción se basa en la experiencia clínica y en la estrategia del ensayo y error del 

profesional médico, apoyado con guías de buena práctica clínica que ayudan al 

experto a tomar mejor sus decisiones. 

 

1.2.2. Mecanismos de acción 

La mayoría de los APs actúan bloqueando los receptores dopaminérgicos 

postsinápticos de la familia D2 causando la inhibición de la neurotransmisión 

dopaminérgica dependiente de estos receptores. Concretamente, el bloqueo a nivel 

de la vía mesolímbica se ha asociado con la capacidad de los APs de reducir la 

sintomatología positiva (108). Sin embargo, esta acción a nivel de la vía nigroestriatal 

y tuberoinfundibular se relacionan con la aparición de efectos adversos como los 

efectos extrapiramidales y el incremento de la secreción de prolactina, 

respectivamente. Para que haya un efecto AP, el nivel de ocupación óptimo de los 
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receptores D2 debe ser de aproximadamente el 60 - 80% (109,110). Por otro lado, 

estos mismos estudios también establecen un umbral de entre el 74% y el 82% de 

ocupación de receptores D2 para la sintomatología extrapiramidal (109,111). Esto 

implica que la dosis se debe ajustar a la ventana terapéutica del AP para conseguir 

que el tratamiento sea eficaz a la vez que no suponga experimentar efectos adversos. 

Debemos tener en cuenta que existe una amplia variación en la ocupación del 

receptor D2 entre pacientes que toman la misma dosis de AP e incluso en diferentes 

etapas del mismo individuo (primer episodio frente a crónico) y fases de la 

enfermedad (recaída frente a remisión). Por lo tanto, los umbrales, aunque 

generalmente son precisos, no son una medida útil para pronosticar la eficacia del 

tratamiento ni para predecir el desarrollo clínico (112), lo que sugiere que este 

antagonismo de los APs por los receptores D2 por sí solo no puede explicar la eficacia 

terapéutica (109,113). En los últimos años han aparecido fármacos con mecanismos 

de acción en receptores dopaminérgicos diferentes al característico antagonismo en 

los receptores D2. Estos mecanismos alternativos incluyen el antagonismo de D1, el 

antagonismo de D4, la mayor afinidad por el bloqueo de D3 que D2, la disociación 

rápida de los receptores D2 y, por último, el agonismo parcial de D2 (114). El 

aripiprazol es un fármaco representativo de este último mecanismo de acción, que 

modula la neurotransmisión dependiendo de los niveles sinápticos de 

dopamina (115), actuando como agonista si los niveles del neurotransmisor son 

bajos y como antagonista si son elevados (116). Se ha comprobado que algunos de 

estos mecanismos por sí solos, como el antagonismo puro de los receptores D1, no 

muestran ningún efecto AP, pero podrían contribuir al efecto terapéutico al modular 

de forma simultánea y conjunta otros receptores (117). 

El interés en el papel de la serotonina en la acción de los fármacos APs se basa 

principalmente en que algunos de estos fármacos atípicos son potentes antagonistas 

de los receptores 5-HT2A y tienen menor actividad como antagonistas D2 (118,119). 

La serotonina inhibe la liberación de dopamina en la sustancia negra, con lo que 

bloquea la liberación dopaminérgica en el estriado y la corteza (120). Según Meltzer, 

este antagonismo de 5-HT2A aumentaría la transmisión dopaminérgica, lo que 

explicaría la reducción de la sintomatología extrapiramidal y podría mejorar los 
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síntomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia (118). Esta hipótesis tiene sus 

limitaciones, pues si bien parece aplicarse para la mayoría de APs de segunda 

generación, algunos como la amisulprida no tienen afinidad por el receptor 

5-HT2A (121), o bien el aripiprazol que tiene una mayor afinidad D2 que 

5-HT2A (115,122) y ambos clínicamente tienen un perfil de AP atípico. Esto sugiere 

que únicamente el antagonismo de 5-HT2A no explica la eficacia de los APs de 

segunda generación, lo cual se confirma dada también la falta de eficacia del 

M-100907, un antagonista selectivo de 5-HT2A, en monoterapia (123). De los otros 

receptores serotoninérgicos con posibles implicaciones en la acción AP, el bloqueo 

del receptor 5-HT2C y el agonismo parcial de los receptores 5-HT1A son los que más 

se han estudiado (124), aunque también pueden tener cierta importancia el 

antagonismo de 5-HT6 y 5-HT7A (125). Destacar el agonismo en 5-HT1A, ya que la 

disfunción de este receptor, apunta a un papel importante en la esquizofrenia (126). 

Los receptores 5-HT1A se distribuyen a nivel cerebral en dos grupos funcionales: a 

nivel presináptico en el núcleo del rafe donde actúan como autorreceptores en el 

cuerpo celular provocando una disminución en la velocidad de disparo de las 

neuronas serotoninérgicas, y a nivel postsináptico en regiones límbicas y corticales 

donde también atenúan la tasa de disparo (127). La actividad agonista parcial en 

5-HT1A podría mejorar los síntomas negativos y el deterioro cognitivo al aumentar la 

liberación de dopamina en la CPF. 

Por otro lado, el antagonismo de receptores histaminérgicos (H1, H2 y H3), se asocia 

con efectos sedantes y efectos adversos como la somnolencia y aumento de peso 

debido al incremento del apetito. También es conocida la capacidad de algunos APs 

de bloquear los receptores α1-adrenérgicos, lo que produce efectos 

cardiovasculares y sedación, y de bloquear los receptores colinérgicos muscarínicos 

(M1 y M3) lo cual tiene un papel importante en la reducción de los efectos 

extrapiramidales (128). 

La mayoría de los APs interactúan con una amplia gama de receptores para los que 

muestran una mayor o menor afinidad, como se puede observar en la tabla 1. Este 

perfil de unión a diversos receptores de algunos APs ha permitido estudiar 

alternativas farmacológicas para mejorar la eficacia del tratamiento. Paralelamente, 
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el planteamiento de teorías alternativas a la hipótesis dopaminérgica para explicar 

el trastorno de la esquizofrenia ha generado interés en nuevas dianas terapéuticas. 

El glutamato se planteó como una diana terapéutica con un importante potencial 

clínico. Los primeros intentos de descubrir un fármaco AP basado en la modulación 

del glutamato se centraron en mejorar la transmisión mediada por el receptor 

NMDA. Para ello, se investigaron agonistas de este receptor. Sin embargo, dado que 

el receptor NMDA media la neurotransmisión excitatoria rápida, su activación se 

asocia a una actividad excitotóxica y conlleva el riesgo de graves efectos adversos lo 

que les excluye del uso terapéutico (129). El descubrimiento de los receptores 

metabotrópicos de glutamato (mGlu) supuso una nueva opción farmacológica 

dirigida a modificar la neurotransmisión glutamatérgica (130). A diferencia de los 

receptores ionotrópicos de glutamato, los receptores mGlu están vinculados a 

proteínas G y median una transmisión sináptica más lenta que desempeña un papel 

modulador en el sistema nervioso central. Estos receptores se clasifican en tres 

grupos de acuerdo a la secuencia homóloga del ADN, la farmacología y el sistema de 

segundos mensajeros que activa. Investigaciones recientes sugieren el potencial 

clínico de utilizar receptores metabotrópicos de glutamato del grupo 2 como dianas 

para desarrollar nuevos fármacos APs no dopaminérgicos, dados los pocos efectos 

adversos que presentan (131–134). Este grupo de receptores consta de los subtipos 

mGluR2 y mGluR3, que están ampliamente distribuidos en el cerebro y se 

encuentran preferentemente expresados a nivel presináptico en las terminaciones 

nerviosas, donde modulan negativamente la liberación de glutamato (Figura 5) 

(135–137). Actualmente, se plantea que el tratamiento de la esquizofrenia con un 

modulador alostérico positivo (MAP) de los receptores mGlu podría facilitar la 

activación del receptor por su agonista endógeno, lo que causaría una disminución 

de la liberación presináptica de glutamato, reduciendo así la excitotoxicidad y 

mejorando los síntomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia (134). 
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Figura 5. Modelo de microcircuito subyacente a la hipótesis de la hipofunción del 

receptor NMDA de la esquizofrenia. 

 

Reducción de la transmisión excitatoria glutamatérgica mediante moduladores alostéricos positivos 
(MAPs) de receptores mGlu2. a) En condiciones normales, la activación de los receptores NMDA 
localizados en las neuronas de proyección GABAérgicas en regiones subcorticales, como el núcleo 
accumbens, proporciona un control inhibitorio sobre las neuronas talamocorticales glutamatérgicas 
excitatorias que se proyectan hacia las neuronas piramidales de la corteza prefrontal (CPF). b) La 
hipofunción o el bloqueo de los receptores NMDA en las neuronas inhibidoras GABAérgicas del 
mesencéfalo provocado por antagonistas NMDA como la ketamina da como resultado una 
disminución de la excitación de las neuronas inhibidoras GABAérgicas. c) Esta disminución de la 
excitación de las neuronas inhibidoras GABAérgicas conduce a la desinhibición de las neuronas 
glutamatérgicas talamocorticales que normalmente proporcionan información excitatoria a las 
neuronas piramidales de la CPF. d) Esta desinhibición de las neuronas glutamatérgicas en el tálamo 
da como resultado una mayor liberación de glutamato, una activación excesiva de los receptores de 
glutamato no NMDA y una mayor excitabilidad en las estructuras postsinápticas de la CPF, incluidas 
las neuronas piramidales. e) Los moduladores alostéricos positivos como el JNJ-46356479 se unen al 
receptor mGlu tipo 2/3, ubicado en las neuronas glutamatérgicas a nivel presináptico y regula e 
incrementa la actividad de este receptor que funciona como autorreceptor del glutamato. Al activarse 
inhibe el vaciado vesicular en el terminal presináptico, con lo que estas moléculas reducirían el estado 
hiperglutamatérgico y mejorarían los síntomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia.  
NMDAR: Receptor de N-metil D-aspartato; AMPAR: Receptor del ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropiónico, GABAR: Receptor del ácido γ-aminobutírico, mGluR: Receptor metabotrópico de 
glutamato. (Adaptado de Conn y cols. 2008. (138))
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1.2.3. Eficacia de los antipsicóticos 

La eficacia clínica de los APs en la mejora de la funcionalidad de los pacientes con 

esquizofrenia ha demostrado en muchos ensayos controlados que les permite 

alcanzar una mayor calidad de vida (139). Su introducción en la clínica tuvo un 

impacto enorme y significativo en la cantidad de pacientes hospitalizados en 

psiquiátricos, principalmente pacientes crónicos. A causa de ello, hubo altas masivas 

de pacientes entre 1950 y 1970 (140). La introducción de los fármacos APs, permitió 

mejorar la actitud pública y profesional hacia la hospitalización de los enfermos 

mentales. A día de hoy, no existe una cura del trastorno, por lo que el tratamiento 

administrado debe mantenerse de por vida y tiene como objetivo reducir o atenuar 

la sintomatología para mejorar la calidad de vida del paciente, así como el riesgo a 

recaer. Existe aproximadamente un 20% de pacientes que no tendrán más episodios, 

pero es imposible de predecir las recaídas si el tratamiento es interrumpido (141). 

En cuanto a la adherencia al tratamiento, esta es deficiente, dado que solo el 60% de 

los pacientes muestra un adecuado cumplimiento del tratamiento (142). 

El tratamiento con estos fármacos resulta esencial para la estabilización de pacientes 

con esta patología. Desafortunadamente no todos los pacientes responden al 

tratamiento. Si el paciente no responde al AP de primera elección dentro de las 

primeras 4 - 6 semanas de tratamiento, entonces se debe cambiar a otro AP con un 

perfil diferente de unión al receptor (143). No obstante, se estima que entre un 20 y 

un 30% de los pacientes son resistentes al tratamiento después del uso de varios 

APs (144). En este grupo de pacientes, el único fármaco que se ha mostrado eficaz 

en el control de los síntomas ha sido la clozapina, obteniendo una respuesta efectiva 

en un 30 - 60% de los pacientes resistentes (145,146). 

Es importante destacar que la eficacia del tratamiento AP se muestra en el control 

de síntomas positivos tanto con el uso de APs de primera como de segunda 

generación. A pesar de que con la aparición de los APs de segunda generación se 

esperaba una mejora en el control de los síntomas negativos y déficits cognitivos, los 

datos empíricos actuales no apoyan esta hipótesis, sino que la mayoría resultan 

ineficaces en el tratamiento de estos síntomas (147). 
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Nuevos fármacos deben ser desarrollados para mitigar la sintomatología negativa y 

cognitiva de la esquizofrenia. En esta dirección y de importancia para esta tesis 

doctoral, los moduladores alostéricos positivos del receptor mGlu tipo 2, en los 

últimos años, han tenido un especial interés con el objetivo de proporcionar un 

fármaco que sea efectivo para esta sintomatología. Fármacos agonistas de los 

receptores mGlu2/3 han demostrado ser efectivos en estudios preclínicos en 

modelos animales de esquizofrenia (148,149). A pesar de que se han realizado 

ensayos clínicos prometedores con alguno de estos fármacos, ninguno de ellos ha 

alcanzado la fase 3 (150). Los esfuerzos actuales dado el interés en la activación del 

receptor mGlu2 se centran en el desarrollo de MAPs selectivos para este receptor. 

Estos MAPs se unen a un sitio alternativo, es decir, a un sitio topográficamente 

distinto al de unión del ligando natural. 

 

1.2.4. Efectos secundarios de los antipsicóticos 

Uno de los efectos secundarios más importantes de los APs, principalmente en los 

de primera generación, son los síntomas extrapiramidales. Tal como se ha 

comentado, su mecanismo de acción propuesto es el grado de ocupación por los APs 

de los receptores dopaminérgicos D2 de la vía negroestriada. Las neuronas 

dopaminérgicas nigroestriatales inhibirían las neuronas colinérgicas de esta región. 

Al bloquear los receptores D2 se provoca un exceso de la actividad colinérgica y esto 

se ha asociado a efectos adversos como el parkinsonismo (151). 

La introducción de los APs de segunda generación, con una menor afinidad por los 

receptores de dopamina, ha demostrado tasas más bajas de incidencia y gravedad 

del síndrome extrapiramidal que los APs de primera generación (152). El síndrome 

extrapiramidal se caracteriza principalmente por alteraciones en el movimiento y 

problemas en el control muscular. Podemos diferenciar los siguientes síntomas: 

• Parkinsonismo: síntomas parecidos a los que se dan en la enfermedad del 

párkinson. El cuadro aparece a las pocas semanas de haber iniciado el 

tratamiento, y se caracteriza por disminución de la expresión facial, temblor, 

rigidez, hipertonía, bradicinesia, sialorrea, bloqueo postural y oscilación. 
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• Distonía: presencia de espasmos musculares e hipertonía de los músculos de 

la cara y el cuello. 

• Acatisia: hiperactividad motora del paciente, implica inquietud, ansiedad y 

agitación. 

• Discinesia tardía: movimientos involuntarios, anormales y repetitivos 

localizados principalmente en la región orofacial. 

 

En la actualidad, existe un uso generalizado de APs de segunda generación, que están 

asociados con la aparición de alteraciones metabólicas como la obesidad, 

hiperglucemia, dislipidemia e hipertensión (153) que pueden conducir al síndrome 

metabólico (154), la diabetes tipo 2 y a enfermedades cardiovasculares graves (155–

159). Aproximadamente un tercio de las personas con esquizofrenia tienen síndrome 

metabólico con una prevalencia de hasta el 69% en pacientes crónicos (160). Los 

trastornos metabólicos en la esquizofrenia aumentan con la duración de la 

enfermedad (161) y la edad (162). Este cuadro puede verse agravado por las 

alteraciones inducidas por el uso de APs, especialmente clozapina y olanzapina que 

presentan un mayor riesgo de desencadenar estas alteraciones. El desarrollo de 

sintomatología adversa reduce en gran medida el cumplimiento terapéutico que en 

este tipo de paciente resulta imprescindible para tener un buen pronóstico. Un cese 

abrupto de la medicación puede conducir a un episodio psicótico de inicio rápido 

distinto de la enfermedad subyacente, asociándose un riesgo cinco veces mayor de 

recaída durante un periodo de seguimiento de 5 años en comparación con pacientes 

que mantienen la adherencia a la terapia (163). Las recaídas sucesivas en la 

esquizofrenia se asocian con una disminución de la respuesta al tratamiento y 

posiblemente a un empeoramiento del proceso del trastorno (164). Por ello es 

importante mantener la misma medicación que fue eficaz en la fase aguda mientras 

sea bien tolerada. Por otro lado, la resistencia a la insulina que aparece en algunos 

pacientes tratados con APs podría explicarse por el incremento en la producción de 

ciertos mediadores como la leptina, la adiponeptina y los ácidos grasos libres, que 

modulan la secreción y sensibilidad a la insulina. (165). Esto conduciría a un estado 

de hiperinsulinemia, que daría lugar a una menor sensibilidad de sus receptores en 

los órganos diana, con la consiguiente disminución del uso de glucosa en estas 
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células. Esto último provoca una mayor demanda de insulina, que en fases 

tempranas podría ser corregido por la acción compensatoria de las células beta, que 

aumentarían la producción de insulina, pero en estados más avanzados estas células 

serian incapaces de mantener la secreción necesaria de esta hormona, dando lugar 

a la diabetes mellitus tipo 2 (166). 

Los factores genéticos han demostrado tener un papel importante en el aumento de 

peso y el riesgo de desarrollar alteraciones metabólicas en pacientes tratados con 

APs atípicos. Algunos de los genes asociados de manera consistente con el riesgo a 

padecer alteraciones metabólicas son: el receptor de serotonina (HTR2C), el receptor 

de melanocortina (MC4R), el gen de la leptina (LEP) o el neuropéptido Y (NPY) (167). 

Existen discrepancias entre los diferentes estudios farmacogenéticos en relación a la 

predicción genética del aumento de peso y las alteraciones metabólicas inducidas 

por APs (167). Es importante investigar en este campo para confirmar el riesgo 

genético de las variantes asociadas. Hasta el momento no se ha desarrollado ninguna 

herramienta predictiva que nos permita identificar aquellos pacientes de alto riesgo 

a padecer un aumento de peso o alteraciones metabólicas inducidas por APs. 

Fenotipos como los efectos adversos de los APs son complejos y se deben a la 

interacción de múltiples genes. Dado que los factores genéticos de riesgo 

identificados hasta el momento no explican toda la variabilidad interindividual, es 

necesario incrementar el conocimiento de las causas moleculares del aumento de 

peso y de las alteraciones metabólicas para poder identificar nuevos genes 

candidatos que puedan estar implicados. 
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1.3. Modelos experimentales en la esquizofrenia 
 

Actualmente, las personas con esquizofrenia reciben tratamiento farmacológico que 

se complementa con terapia psicosocial adaptada a las necesidades del paciente y al 

momento evolutivo de la enfermedad. A causa de la variabilidad en la respuesta a 

los APs durante el tratamiento, en ocasiones, es necesario cambiar de fármaco, ya 

sea por falta de respuesta al tratamiento o por los efectos adversos. Este proceso de 

cambio puede comportar dificultades y potenciales complicaciones (168,169), que 

junto a la falta de adherencia al tratamiento reducen la calidad de vida de los 

pacientes. Es por ello, que la investigación actual se centra en dilucidar la 

etiopatogenia, en desarrollar nuevos fármacos más seguros y eficaces a la vez que a 

esclarecer las diferencias interindividuales y las diferencias en la respuesta 

farmacológica tanto en eficacia como en efectos adversos, con el objetivo final de 

implantar un modelo de medicina personalizada para proporcionar a los pacientes 

el tratamiento más adecuado adaptado a sus características individuales. 

La investigación en humanos es la fuente más fiable de conocimiento, se puede 

trabajar con muestras a nivel central con tejido post mortem y líquido 

cefalorraquídeo (LCR) y con muestras periféricas como muestras biológicas de tejido 

(biopsias), sangre periférica (células sanguíneas, plasma y suero), y muestras de orina 

y saliva. La investigación con seres humanos debe ajustarse a ciertas leyes, 

normativas, comités de ética y requerimientos, con el fin de no vulnerar los derechos 

de las personas. A causa de estas limitaciones, los tratamientos experimentales se 

deben testar antes en un modelo celular y animal, para reportar los datos de 

seguridad y eficacia. 

Los modelos celulares y los modelos animales son de suma importancia para el 

estudio de las enfermedades psiquiátricas, ya que con ellos podemos examinar los 

mecanismos cerebrales subyacentes. Los modelos celulares permiten realizar 

estudios moleculares de desarrollo y fisiopatológicos con alta credibilidad, así como, 

los modelos de roedores presentan la ventaja de que son genéticamente muy 

homogéneos y nos permiten (considerando todas las normas de ética animal) hacer 

estudios invasivos que no se podrían realizar en humanos, con el fin de explorar 

cambios bioquímicos, moleculares o genéticos, entre otros. De ahí que validar 
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modelos celulares y animales sea una necesidad para la mejora de los tratamientos 

actuales. 

Sin duda, los avances en estas líneas de investigación en el campo de la esquizofrenia 

van a permitir aplicar una medicina personalizada y de precisión (170). La idea 

subyacente es ofrecer a los médicos una guía que les permita personalizar el 

tratamiento de manera que la selección del tratamiento mejore en objetividad y los 

pacientes se beneficien de ello. 

 

1.3.1. Investigación clínica 

Durante los últimos años, gran parte de la investigación en pacientes se ha centrado 

en encontrar marcadores confiables en esquizofrenia que permitan la detección 

temprana, así como predecir la evolución de la enfermedad, la gravedad de los 

síntomas, la probabilidad de remisión, la eficacia y la aparición de efectos adversos 

inducidos por los APs. Estos marcadores incluyen tanto predictores clínicos como 

marcadores biológicos. Como variables clínicas importantes se han estudiado los 

siguientes parámetros: una duración más corta de la psicosis no tratada (171), una 

edad de inicio temprana (172), antecedentes de familiares con esquizofrenia (173), 

cociente de inteligencia (174), el consumo de estupefacientes y las puntuaciones en 

las diferentes escalas clínicas.  

Sin embargo, en la actualidad seguimos sin disponer todavía de biomarcadores para 

la esquizofrenia por lo que es imprescindible seguir investigando en este campo para 

desarrollar indicadores de detección temprana y curso del trastorno. Con este 

objetivo se han examinado regiones específicas del cerebro, de las cuales se ha 

analizado su estructura cerebral mediante neuroimagen y se han realizado estudios 

de histopatología post mortem, imágenes cerebrales funcionales, transcripción de 

genes y polimorfismos genéticos (175,176). En estudios post mortem de cerebros 

humanos se han observado anomalías citoarquitectónicas, alteraciones 

neuroquímicas (177–180), y cambios estructurales (181), así como una disminución 

del tamaño neuronal (182,183) y de la densidad de las espinas dendríticas (184,185). 

Por otra parte, estudios de neuroimagen han reportado que pacientes con 

esquizofrenia muestran una activación reducida en diferentes áreas cerebrales 



A. Martínez-Pinteño • Modelos experimentales aplicados al estudio de la eficacia y la seguridad de los APs 

 

46 

durante la realización de tareas de memoria de trabajo (186,187). Además, se han 

observado anomalías en los niveles de distintos marcadores como citoquinas y 

factores neurotróficos en sangre y LCR (188–190). Por otro lado, durante estos 

últimos años, la genética molecular se ha aplicado ampliamente en la búsqueda de 

genes implicados en la esquizofrenia. Mediante el estudio de genes candidatos o más 

recientemente estudios GWAS, el uso del ADN y el ARN de los pacientes en la 

investigación de posibles alteraciones genéticas mediante estudios de expresión y 

metilación que, junto al número creciente de perfiles de expresión de microRNA y 

de estudios de proteómica, ha permitido el incremento de la lista de genes de 

susceptibilidad candidatos para la esquizofrenia. 

Otra área de investigación clínica es la farmacogenética, que es el estudio del modo 

en que los genes de una persona afectan la manera en que responde a los fármacos, 

que incluye la respuesta terapéutica y el riesgo de experimentar efectos adversos 

derivados de estos fármacos. Debido al posible papel de los factores genéticos en la 

eficacia y los efectos secundarios del tratamiento AP, como lo indican estudios de 

familiares y gemelos, la farmacogenética en la actualidad se ha convertido en un área 

importante de investigación en psiquiatría (191–193). En los últimos años, estos 

estudios han evolucionado considerablemente, pasando de estudios de genes 

candidatos, que examinan SNPs en genes concretos, seleccionados en base al 

conocimiento existente sobre la etiopatogenia de la esquizofrenia y la 

farmacocinética y farmacodinámica de los APs, a estudios de asociación de todo el 

genoma y el uso de puntuaciones de riesgo poligénico. Además, cabe destacar que 

el conocimiento más profundo de las bases genéticas y otros marcadores 

determinantes de la variabilidad interindividual entre pacientes con esquizofrenia 

nos permitirá personalizar el tratamiento basándonos en la mejor evidencia 

disponible de efectividad y tolerabilidad para cada paciente (194,195). 

A pesar de los avances realizados, la heterogeneidad de la sintomatología y del curso 

de la enfermedad entre los pacientes con esquizofrenia limitan la identificación de 

marcadores diagnósticos y de respuesta. Por otro lado, existe una gran variabilidad 

en las definiciones de los fenotipos de respuesta entre los diferentes estudios, lo cual 

puede dificultar la obtención de resultados significativos en los análisis y que los 
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resultados sean difíciles de replicar. Por ello, resulta útil el estudio en pacientes con 

un PEP que, al no tener una evolución crónica, tienen una menor variabilidad en su 

exposición a los APs y, por lo tanto, facilitan el estudio de predictores de resultados 

terapéuticos. Así pues, identificar fenotipos que nos permitan salir de la medida 

dicotómica de algunas variables nos permitirá definir grupos más homogéneos para 

el estudio de la etiopatogenia de la esquizofrenia y la respuesta terapéutica. Por lo 

que, caracterizar subgrupos de pacientes que antes agrupábamos juntos nos 

permitirá avanzar hacia un tratamiento más preciso del trastorno (196). 

 

1.3.2. Modelos experimentales in vitro 

A causa de que el cerebro humano es inaccesible, excepto para estudios post 

mortem, son necesarios otros modelos biológicos para un estudio más profundo, 

que nos permita establecer la etiopatogenia de la esquizofrenia a través de la 

manipulación molecular y genética. Así como, ampliar el conocimiento de los 

mecanismos farmacológicos de los APs actuales y evaluar la acción de nuevos 

fármacos en desarrollo. La utilización de técnicas in vitro que implican el uso de un 

modelo celular nos permite realizar estudios moleculares, de desarrollo, 

fisiopatológicos y de susceptibilidad genética. En este tipo de investigación, es muy 

importante la selección del modelo in vitro más apropiado, aunque esta es una tarea 

difícil debido a la gran cantidad de opciones disponibles (197). 

Un primer grupo de modelos son los que utilizan células no neuronales, como por 

ejemplo fibroblastos, linfocitos, eritrocitos o plaquetas, obtenidas directamente de 

pacientes. Entre ellos, destacar la utilización de cultivos primarios de fibroblastos, 

que son un tipo específico de célula del tejido conectivo que se encuentra en la piel, 

los tendones y otros tejidos duros del cuerpo, circunstancia que los hace accesibles 

y facilita su obtención. Otra ventaja de estas células diploides es el genotipo celular, 

ya que, al extraerse de pacientes, permite obtener un modelo que conserva la 

susceptibilidad genética interindividual. A causa de esto, los fibroblastos han sido 

ampliamente utilizados para el estudio de la esquizofrenia (198,199). Sin embargo, 

cabe señalar como principal desventaja de este modelo el hecho de estudiar células 

no neuronales, ya que es a nivel neuronal donde se espera mucha más traslación con 
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la esquizofrenia. Además, este tipo de cultivo primario tiene una duración finita, al 

final estos fibroblastos dérmicos humanos entran en fase de senescencia y pierden 

sus funciones especializadas, lo que produce la muerte del cultivo. 

Otro modelo implica la obtención de modelos neuronales a partir de la 

diferenciación celular de células no neuronales procedentes de pacientes con 

esquizofrenia. Este proceso puede realizarse mediante la transdiferenciación directa 

de estas células, como en el caso de los fibroblastos por ejemplo o bien mediante la 

reprogramación previa de estas células a células madre pluripotentes inducidas y su 

posterior diferenciación en neuronas. Estas células madre pluripotentes inducidas se 

generaron por primera vez en el año 2006 mediante la administración retroviral de 

factores de transcripción de Yamanaka (Oct3/4, Sox2, c-Myc, Klf4) en células 

somáticas (200). Posteriormente, se desarrollaron técnicas para la conversión de 

fibroblastos y adipocitos (201). Inicialmente se utilizaron para modelar 

enfermedades con variantes genéticas de efecto fenotípico significativo. Sin 

embargo, actualmente se utiliza para modelar trastornos psiquiátricos y generar 

organoides específicos para pacientes. Hablamos de células adultas genéticamente 

reprogramadas. Éstas se pueden transformar en cualquier célula del cuerpo 

humano, incluidas las del sistema nervioso central (202). Algunas de las limitaciones 

a tener en cuenta en estos modelos es que su investigación implica el uso 

seleccionado de pocos casos y que los protocolos para optimizar las condiciones de 

aislamiento y diferenciación celular son complejos, costosos y no se encuentran 

caracterizados completamente. En neuronas inducidas a partir de fibroblastos de 

pacientes con esquizofrenia han mostrado una conectividad neuronal disminuida 

junto con un número reducido de neuritas, niveles de proteína PSD95, una expresión 

alterada de genes implicados en la neurotransmisión de glutamato, el monofosfato 

de adenosina cíclico y la familia de proteínas WNT (203). Las células madre 

pluripotentes inducidas también podrían usarse para estudiar las características del 

desarrollo neurológico in vitro de la esquizofrenia. 

Otra opción son las neuroesferas. Reynolds y Weiss descubrieron que las células 

madre neuronales aisladas podrían formar cultivos esféricos flotantes que 

denominaron neuroesferas (204), aunque también es posible obtenerlas a partir de 
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células madre pluripotentes inducidas (205). Estos agregados celulares primarios 

que comprenden células madres neurales y células progenitoras son un modelo de 

cultivo tridimensional que nos permite determinar el potencial de diferenciación y 

proliferación de las células madre neurales, así como generar líneas celulares. Las 

neuroesferas son un buen modelo para estudiar los mecanismos moleculares de las 

anomalías del neurodesarrollo. Se ha reportado que las neuroesferas de las células 

madre pluripotentes inducidas de pacientes con esquizofrenia se diferenciaron un 

10% menos en neuronas y alrededor del 12% más de lo normal en astrocitos (206). 

Sin embargo, tienen la desventaja de ser un modelo costoso y con unas condiciones 

de cultivo complejas, además de que puede producir mutaciones de novo que 

introducen heterogeneidad en el cultivo. 

Otro grupo serían las líneas celulares neuronales, establecidas a partir de células 

tumorales humanas procedentes de una persona con neuroblastoma. Las líneas 

celulares continúas establecidas a partir de tumores humanos se utilizan 

ampliamente como modelos in vitro. Actualmente, las líneas celulares SK-N-SH y 

SH-SY5Y son de las más empleadas como modelo celular de enfermedades 

neurodegenerativas y psiquiátricas (207). Estas células muestran características 

bioquímicas y funcionales de las neuronas, y expresan proteínas e isoformas 

proteicas que de forma natural no están presentes en los cultivos primarios de los 

roedores (208). Además, se pueden diferenciar en fenotipos neuronales 

dopaminérgicos, adrenérgicos y colinérgicos y su cultivo es sencillo, tiene un bajo 

coste y es altamente reproducible. No obstante, algunas de sus desventajas son: su 

origen tumoral, las mutaciones resultado de múltiples pasajes, la poca sensibilidad a 

las neurotoxinas y el hecho de no proceder de pacientes con esquizofrenia ya que 

no comparten el trasfondo genético y la susceptibilidad de estos pacientes. 

Además de estos modelos de origen humano también pueden utilizarse modelos 

celulares obtenidos de animales (209,210). Su aplicación es extensa dentro de la 

biotecnología farmacéutica para la obtención de vacunas y anticuerpos, y en 

investigación permiten el estudio en células modificadas genéticamente. 

En los últimos años se están desarrollando nuevos modelos celulares que incluyen, 

entre otros, la impresión celular en tres dimensiones (211), los organoides (212) y 
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los órganos en un chip (213). Estos últimos, se basan en sistemas celulares complejos 

que imitan en un dispositivo las características claves de composición y funcionalidad 

de los órganos. En el caso de los cerebros en un chip, será una herramienta muy 

valiosa para el estudio de enfermedades neuropsiquiátricas, pero en la actualidad 

aún quedan por realizar avances sustanciales como la integración de diferentes tipos 

celulares, regiones y subunidades cerebrales. 

 

1.3.3. Modelos experimentales in vivo 

El uso de modelos experimentales animales, especialmente de roedores, resulta 

clave en la investigación neurobiológica y terapéutica de la esquizofrenia (214). Los 

modelos animales son muy valiosos como herramienta preclínica que puede 

utilizarse para investigar en profundidad las bases neurobiológicas de la 

esquizofrenia, monitorear el progreso de la misma y examinar el efecto de los 

fármacos. La aplicación de estos modelos tiene la ventaja de superar las limitaciones 

de utilizar humanos como objeto de investigación. A pesar de poderse utilizar 

modelos animales de diferentes especies, los ratones son el modelo in vivo más 

utilizado debido a que es el animal de laboratorio mejor caracterizado 

genéticamente. Su pequeño tamaño, fácil manejo, las amplias camadas, junto con 

períodos gestacionales cortos y la rápida madurez sexual, lo convierten en una 

especie óptima para la creación de modelos experimentales. Podemos clasificar los 

modelos existentes en cuatro categorías: los modelos genéticos, los de 

neurodesarrollo, los farmacológicos y los de interacción genético ambiental (215). 

Los modelos genéticos se centran en estudiar en modelos animales los genes 

humanos hallados en estudios de ligamiento o asociación que se han relacionado 

con la esquizofrenia, con el fin de generar endofenotipos (216). Cabe destacar, que 

algunos de los modelos genéticos no se derivan de genes seleccionados de estudios 

epidemiológicos genéticos realizados en humanos, sino que en estos modelos las 

mutaciones se producen en genes que juegan un papel importante en la 

fisiopatología de la esquizofrenia, como los receptores de dopamina y glutamato. 

Estos modelos son muy útiles para la comprensión de los mecanismos moleculares 

del trastorno (217). Los genes candidatos identificados mediante estudios de 
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asociación genética tienen la ventaja de estar directamente involucrados en la 

esquizofrenia, por lo que son menos explorativos y tienen una mayor validación. Los 

modelos animales basados en mutaciones en genes candidatos más estudiados han 

implicado los genes: DISC1, DTNBP1, ERBB4 y NRG1. 

El gen DISC1, que codifica para la proteína disc1, juega un papel importante en la 

sinaptogénesis, neurogénesis y la migración neuronal (218–221). Con este gen 

existen modelos transgénicos, mutados y de haplotipo insuficiente. En ratones 

mutados para este gen se ha mostrado una reducción en el volumen cerebral y 

alteraciones en la corteza cerebral como una reducción del número de neuronas 

mostrando anomalías conductuales (222,223). 

El gen DTNBP1, que codifica para la proteína disbindina, interviene en la función 

glutamatérgica y en el tránsito de neurotransmisores (224). Esta proteína es muy 

importante para estudiar las alteraciones en la liberación de neurotransmisores de 

la esquizofrenia (225), y se ha relacionado con los síntomas cognitivos (226). En 

ratones mutantes para esta proteína se han encontrado déficits en aprendizaje 

espacial y memoria (227). 

También se han generado diversos modelos utilizando ratones con el gen inactivado 

(ratones knock-out) y transgénicos para NRG1 (neurorregulina 1) y ERBB4, uno de 

sus receptores, la proteína tirosina quinasa receptora erbB-4. Estos ratones han 

mostrado un comportamiento y un rendimiento cognitivo similares a los de los 

pacientes con esquizofrenia (228). La inhibición de esta vía de señalización durante 

la adolescencia puede conducir a un estado dopaminérgico alto. Ambos son modelos 

útiles para la investigación de la patogenia de la esquizofrenia y el mecanismo de 

acción de los APs. 

El modelo experimental animal del neurodesarrollo plantea que las lesiones 

tempranas, que pueden ocurrir durante la gestación, en el periodo perinatal o 

durante el segundo trimestre, dañan el cerebro en desarrollo y activan circuitos 

neuronales patológicos (229), lo que conduce a la aparición y curso de la 

esquizofrenia. Basándose en la hipótesis del neurodesarrollo, se utilizan 

procedimientos que reproducen los factores de riesgo de la esquizofrenia, entre 
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ellos, lesiones cerebrales (230–232), aislamiento social (233), agentes 

antimitóticos (234,235), respuesta inmunológica (236), déficit nutricional (237), 

hipoxia (238) y estrés prenatal (239,240). 

Los modelos de lesión cerebral proponen principalmente traumatismos en tres 

regiones diferentes, la amígdala, el hipocampo ventral y la CPF. Es un modelo con 

alta validez aparente y predictiva ya que reproduce los tres dominios sintomáticos 

de la enfermedad, sin embargo, su principal inconveniente es la dificultad técnica, 

principalmente en la cirugía necesaria para la lesión (240), y la falta de validez de 

constructo, la esquizofrenia es una enfermedad compleja que no se debe a una 

lesión directa en una región específica.  

El modelo de aislamiento social consiste en mantener en soledad un conjunto de 

animales (grupo de aislamiento) del resto de la camada (grupo control) por un 

periodo de tiempo variable según el protocolo utilizado. Es un modelo que debido a 

la necesidad de un periodo de aislamiento requiere tiempo. Sin embargo, se trata de 

un modelo que no es invasivo, con lo que es sencillo de realizar. En estudios con ratas 

este modelo ha permitido encontrar cambios estructurales, concretamente una 

reducción en el volumen de la CPF y en la plasticidad sináptica de la corteza y del 

hipocampo (233). Es un modelo que reproduce todos los síntomas de la 

esquizofrenia (241). 

Otro modelo del neurodesarrollo implica la administración de agentes antimitóticos, 

como el metilazoximetanol y el arabinósido de citosina, siendo el primero el más 

utilizado. Se fundamenta en la relación entre la esquizofrenia y daños sutiles en el 

segundo trimestre del desarrollo fetal que afectan el desarrollo del sistema nervioso. 

Esta mitotoxina se administra en ratones gestantes para producir lesiones en el ADN 

de los fetos que afectan a la proliferación del sistema nervioso central. Por las 

alteraciones inducidas, el día 17 de gestación se ha establecido como el momento 

estándar para este modelo (242). Se ha relacionado con síntomas positivos, 

negativos y cognitivos. Aunque existen discrepancias en los resultados encontrados 

en relación con las deficiencias cognitivas (241). 
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Por otro lado, los modelos del desarrollo que utilizan ácido poliinosinico-policitidílico 

(poli (I-C)) y lipopolisacáridos se fundamentan en la activación de una respuesta 

inmunológica viral o bacteriana en la madre, sin utilizar patógenos (243). Pretenden 

probar la hipótesis de que las infecciones durante el embarazo constituyen un factor 

de riesgo para presentar desórdenes en el neurodesarrollo (244). Por un lado, el 

Poli (I-C) es un análogo sintético de ARN de doble cadena, estructuralmente similar 

al presente en algunos virus, y por otro, los lipopolisacáridos son endotoxinas 

liberadas por bacterias. En ambos casos, la inyección uterina prenatal de estas 

sustancias desencadena una reacción inmunológica en la madre, provocando que la 

descendencia de estas hembras tratadas presente deterioro social y alteraciones 

neuroquímicas similares a las observadas en la esquizofrenia (215). Estos modelos 

tienen la ventaja de no utilizar patógenos por lo que no necesitan medidas rigurosas 

de bioseguridad (243). 

Los modelos farmacológicos se centran en estudiar los mecanismos moleculares de 

la esquizofrenia. Existen dos modelos que incluyen el dopaminérgico y el 

glutamatérgico. El primero de ellos se basa en la hipótesis dopaminérgica de la 

esquizofrenia, que plantea que la psicosis presente en la enfermedad es debida a un 

aumento en la neurotransmisión dopaminérgica, ya que sustancias que provocan 

hiperdopaminergia como las anfetaminas y la apomorfina también causan psicosis 

en individuos sanos, mientras que las drogas que disminuyen la neurotransmisión de 

dopamina provocan lo opuesto (245). Por ello, este modelo se genera mediante la 

administración de estas sustancias, que como agonistas del receptor de dopamina 

incrementan los niveles del neurotransmisor en la hendidura sináptica mediante el 

bloqueo de su recaptación, lo que provoca un estado hiperdopaminérgico. Es un 

modelo útil para mimetizar la sintomatología positiva, pero no para evaluar los 

síntomas negativos y déficits cognitivos para los que actualmente carecemos de 

tratamientos eficaces y existe una necesidad clínica no satisfecha (57). 

El segundo modelo farmacológico se basa en la hipótesis glutamatérgica y propone 

que el bloqueo de los receptores NMDA causan psicosis además de otros 

síntomas (225). Los antagonistas no competitivos de los receptores NMDA, como la 

ketamina, la fenciclidina y el MK-801, provocan una disfunción en el sistema 
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glutamatérgico y pueden replicar eficazmente ciertos aspectos de las alteraciones 

negativas y cognitivas asociadas con la esquizofrenia en roedores (246) y en primates 

no humanos (247). Además, producen cambios neuropatológicos como la reducción 

de las interneuronas PV+ en la CPF y en el hipocampo (248–251), hallazgos que 

también se han encontrado en estudios con cerebros post mortem de pacientes con 

esquizofrenia en comparación con controles sanos (252,253). 

Hasta la fecha, existen diferentes modelos que mimetizan para la sintomatología 

negativa y déficits cognitivos en esquizofrenia basados en la administración 

subcrónica de antagonistas de los receptores NMDA (254). Entre las diferentes 

condiciones experimentales para generar estos modelos, por lo que respecta a las 

dosis, tiempo de tratamiento, cepas y edades utilizadas, la edad de exposición al 

antagonista de NMDA (255) es uno de los factores más importantes, puesto que se 

han reportado datos contradictorios sobre los cambios de PV+ (256) dependientes 

de la edad de los animales. La mayoría de los estudios que han utilizado antagonistas 

de los receptores NMDA se han realizado en la edad adulta. No obstante, hay un 

grupo de estudios que se han centrado en evaluar los efectos del bloqueo de los 

receptores NMDA en el período neonatal (249,257–260). Esta estrategia es 

especialmente interesante ya que combina el modelo farmacológico con la teoría del 

neurodesarrollo, teniendo en cuenta la hipótesis del neurodesarrollo de la 

esquizofrenia que plantea que los daños producidos durante el desarrollo del 

cerebro pueden contribuir a la aparición de la enfermedad en la edad adulta 

temprana. La exposición en ratones a antagonistas de los receptores NMDA en 

periodos neonatales puede inducir diferencias en los niveles de deterioro cognitivo 

durante la edad adulta, dependiendo de la ventana temporal específica de 

exposición al fármaco. Parece que la alteración en el desarrollo cerebral durante el 

período postnatal temprano (días postnatales 7 a 11), en comparación con los días 

postnatales posteriores, impacta tanto en la CPF como en el hipocampo durante la 

edad adulta, lo que afecta al desempeño cognitivo y social en una amplia gama de 

tareas conductuales (261). Las dos primeras semanas postnatales en roedores 

corresponden al segundo trimestre del embarazo en humanos, período en el que 
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factores epigenéticos transitorios o la exposición a agresiones ambientales 

aumentan la probabilidad de desarrollar esquizofrenia en la edad adulta (258). 

En ocasiones, se utiliza un modelo de interacción genético ambiental que integra los 

modelos genéticos y del neurodesarrollo, generando un modelo de doble impacto. 

Estos modelos pretenden reproducir distintos mecanismos implicados en la 

etiopatogenia de la esquizofrenia. A pesar de que es un modelo más complejo son 

un modelo muy prometedor (262). 

Por otro lado, los modelos animales también son útiles para valorar la seguridad de 

los APs. Aunque el uso de cepas consanguíneas, que presentan uniformidad 

genética, no es representativo de la heterogeneidad existente en la población, la 

comparativa de cepas consanguíneas que presentan distinta susceptibilidad a 

padecer los diferentes efectos adversos inducidos por los APs puede ser útil para 

llevar a cabo estos estudios. 

En cuanto a la sintomatología extrapiramidal se ha evaluado la sensibilidad de 

diferentes cepas de ratón para desarrollar esta sintomatología en relación con su 

capacidad para metabolizar los APs (263). De entre las diferentes cepas más 

comunes, se identificó los ratones A/J como cepa susceptible y los DBA/2J como 

resistentes presentando en ambos casos una actividad metabólica similar. Estas dos 

cepas se han utilizado en estudios previos que mostraron diferencias entre las cepas 

en respuesta a la misma dosis de AP, evidenciando la importancia de la genética en 

la vulnerabilidad para padecer, en este caso, sintomatología extrapiramidal inducida 

por APs (264,265). Otro modelo utilizado en el estudio de la sintomatología 

extrapiramidal es el modelo de catalepsia inducida por haloperidol en roedores, en 

el que se valora el efecto protector o facilitador del tratamiento estudiado en la 

aparición y mantenimiento de alteraciones motoras (266,267). 

Los principales modelos de roedores utilizados para el estudio de la obesidad y el 

síndrome metabólico son los modelos modificados genéticamente, siendo los más 

comunes los animales monogénicos (mutación ligada a un solo gen) y los modelos 

de obesidad inducida por la dieta. En el primer grupo destacar los ratones mutados 

ob/ob (268), que no producen leptina, la hormona responsable de la saciedad, por 
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lo que debido a un incremento en la ingesta dietética presentan un fenotipo obeso 

temprano, caracterizado por hiperfagia, hiperinsulinemia, hiperglucemia moderada 

y resistencia a la insulina, así como hipotiroidismo (269). Un modelo más sencillo se 

basa en la modificación de la dieta que se le administra al animal. En humanos, la 

dieta moderna suele estar compuesta por un alto nivel de grasas y carbohidratos. 

Por ello, los estudios en roedores que se basan en estas dietas, modifican la cantidad 

de componentes utilizados, así como su origen, lo que puede alterar el fenotipo del 

animal (270) y terminar desarrollando un modelo de obesidad. En general, las dietas 

con altos niveles de fructosa imitan la dieta humana y, cuando se asocian con un alto 

contenido de grasas, promueven el aumento de peso, la grasa abdominal, la 

hiperglucemia y la hiperinsulinemia en ratones (271). La fructosa parece ser 

importante en el desarrollo del síndrome metabólico, así como en la propia 

obesidad, ya que este azúcar conduce no solo a la resistencia a la insulina, sino 

también a la resistencia a la leptina, lo que resulta en un aumento de peso (272,273). 

Con este planteamiento podríamos analizar el efecto de un AP en dos grupos 

claramente diferenciados y similares dentro de ellos. Comparando un grupo de 

riesgo o susceptible con un grupo control. 

A pesar de que los modelos expuestos permiten el estudio de los efectos adversos 

de los APs en modelos en los que previamente se ha inducido estas alteraciones 

motoras o metabólicas para el estudio posterior de la seguridad de los APs. También 

se suelen utilizar animales saludables de líneas genéticamente estandarizadas que 

permiten profundizar en los mecanismos de estos efectos sin la susceptibilidad 

genética o efectos ambientales (274,275). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1. Hipótesis 
 

La presente tesis se ha realizado en base a dos hipótesis diferenciadas relacionadas 

con la seguridad y la eficacia de los fármacos utilizados en el tratamiento de la 

esquizofrenia: 

Hipótesis 1: Efectos adversos de los antipsicóticos: síndrome metabólico (Estudio 1). 

No conocemos con claridad los mecanismos por los cuales algunos de los APs de 

segunda generación llegan a inducir síndrome metabólico. Es necesario realizar más 

estudios para intentar identificar los mecanismos subyacentes y determinar 

predictores robustos de las alteraciones metabólicas inducidas por estos fármacos. 

Esto contribuirá a la identificación de aquellos sujetos con mayor riesgo de 

desarrollar este efecto adverso, con el fin de llevar a cabo una selección más 

adecuada del AP y, por ende, disminuir la aparición de estas alteraciones mejorando 

así el cumplimiento terapéutico y el pronóstico del paciente. 

En concreto, en relación con el síndrome metabólico inducido por APs la presente 

tesis plantea las siguientes hipótesis: 

a. El tratamiento con APs que inducen síndrome metabólico provocará cambios 

en la expresión de determinados genes en diferentes tejidos potencialmente 

relacionados con este efecto adverso. 

b. Los diferentes APs que inducen síndrome metabólico presentarán mecanismos 

moleculares comunes, afectando a procesos biológicos que podrían dar lugar 

a alteraciones metabólicas. 

c. La susceptibilidad a padecer estos cambios de expresión génica inducidos por 

los APs estará en parte determinada por la presencia de determinados 

polimorfismos en dichos genes. Los niveles de expresión predichos a partir de 

esta información genética se asociarán con las alteraciones metabólicas 

inducidas por APs. 
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Hipótesis 2: Eficacia de los antipsicóticos: efecto del JNJ-46356479 en el tratamiento 

de síntomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia (Estudios 2, 3 y 4). 

Dado que el tratamiento con los APs actuales presenta efectos secundarios y solo 

resulta efectivo en el control de los síntomas positivos de la esquizofrenia, con poco 

efecto sobre los síntomas negativos y cognitivos, a excepción posiblemente de la 

clozapina, es necesario desarrollar nuevos fármacos para el tratamiento de este 

trastorno. En base a la hipótesis glutamatérgica de la esquizofrenia, el tratamiento 

con fármacos moduladores de la acción del glutamato, como el JNJ-46356479, que 

inhibe la liberación presináptica de glutamato, puede desempeñar un papel 

neuroprotector, mejorando la sintomatología negativa y cognitiva de la 

esquizofrenia. 

En relación a los efectos de este fármaco, la presente tesis presenta las siguientes 

hipótesis: 

a. El JNJ mostrará un efecto neuroprotector, similar o superior a la clozapina, 

contra la apoptosis y la muerte celular basales y las inducidas por el exceso de 

glutamato y dopamina a nivel neuronal. 

b. El tratamiento con JNJ en ratones adultos resultará eficaz a la hora de revertir 

las alteraciones neuropatológicas y cognitivo-conductuales en un modelo 

animal de esquizofrenia generado mediante la administración postnatal de 

ketamina. 

c. El tratamiento precoz con JNJ, en etapas correspondientes a la fase prodrómica 

de la enfermedad, será efectivo, de forma similar o superior a la clozapina, para 

revertir las alteraciones cognitivo-conductuales inducidas en un modelo 

animal de esquizofrenia generado mediante la administración postnatal de 

ketamina. 
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2.2. Objetivos 
 

Los siguientes objetivos han sido propuestos para dar respuesta a las hipótesis 

descritas en el apartado anterior. 

Objetivo 1: Efectos adversos de los antipsicóticos: síndrome metabólico (Estudio 1). 

a. Identificar cambios de expresión génica en ratón inducidos por el tratamiento 

AP con risperidona u olanzapina en cuatro tejidos potencialmente 

relacionados con procesos metabólicos (hígado, páncreas, tejido adiposo y 

estriado). 

b. Identificar procesos biológicos comunes y potenciales genes candidatos 

relacionados con el desarrollo de alteraciones metabólicas inducidas por el 

tratamiento AP, en base a los cambios de expresión génica identificados en los 

animales. 

c. Estudiar la asociación de los niveles de expresión en los genes identificados, 

predicha a partir de la información genética, con las alteraciones metabólicas 

en una cohorte longitudinal de pacientes con un PEP tratados con APs. 

Objetivo 2: Eficacia de los antipsicóticos: efecto del JNJ-46356479 en el tratamiento 

de síntomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia (Estudios 2, 3 y 4). 

a. Valorar el efecto neuroprotector del JNJ, en comparación con clozapina, a nivel 

de la apoptosis y la muerte celular basales y las inducidas por la exposición a 

altas concentraciones de dopamina o glutamato en una línea celular de 

neuroblastoma (Estudio 2). 

b. Evaluar el efecto del tratamiento con JNJ en ratones adultos a nivel cognitivo-

conductual e histológico-molecular en un modelo animal de esquizofrenia 

generado mediante la administración postnatal de ketamina (Estudio 3). 

c. Evaluar el efecto del tratamiento precoz con JNJ, en comparación con 

clozapina, sobre las alteraciones cognitivo-conductuales en un modelo animal 

de esquizofrenia generado mediante la administración postnatal de 

ketamina (Estudio 4). 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

A continuación, se resumen los principales aspectos metodológicos referentes a los 

modelos de experimentación, los fármacos utilizados y los procedimientos 

realizados. Esta sección se describe de manera detallada en cada uno de los estudios 

que componen el trabajo de la presente tesis doctoral. 

3.1. Efectos adversos de los antipsicóticos: síndrome metabólico 

(Estudio 1) 
 

3.1.1. Animales de experimentación y fármacos utilizados 

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Ética y 

Experimentación Animal de la Universidad de Barcelona y autorizados por el 

Departamento de Territorio y Sostenibilidad de la Generalitat de Catalunya 

(Proyecto de experimentación autorizado con número de orden 9654). 

Se utilizaron un total de 24 ratones C57BL/6JOlaHsd, machos y hembras de 8 

semanas de edad. Los ratones fueron tratados crónicamente durante 28 días con 

una inyección subcutánea diaria. Aleatoriamente se dividieron en tres grupos 

experimentales: vehículo (solución salina con un 5% de dimetilsulfóxido (DMSO) y 

un 5% de Tween 20), risperidona (1 mg/kg) y olanzapina (3,5 mg/kg) (Sigma Aldrich, 

Saint Louis, MO, USA). Cada grupo incluyó 8 animales (4 machos y 4 hembras) 

(Figura 6).  

Figura 6. Protocolo experimental del modelo animal del Estudio 1. 

 

3.1.2. Evaluación metabólica en ratones 

Se evaluaron parámetros metabólicos en todos los ratones a nivel basal (una semana 

antes del inicio del tratamiento) y a los 28 días de tratamiento, incluyendo: peso 
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corporal, niveles de glucosa en sangre, niveles de colesterol total y niveles de 

triglicéridos. Los niveles de glucosa se midieron por la mañana, después de 6 horas 

de ayuno, utilizando un glucómetro AlphaTRAK®2 (Zoetis, Parsippany, NJ, USA). Para 

el análisis de los niveles de colesterol total y los triglicéridos, se obtuvieron entre 80 

y 100 µl de sangre, a través de una punción en la vena caudal lateral de la cola, que 

se analizaron con el kit de colesterol líquido y el kit de triglicéridos líquidos (Química 

Clínica Aplicada S.A., Tarragona, España), respectivamente. Los valores de 

absorbancia se leyeron a 505 nm en un lector de microplacas Tecan Spark® 20 M 

(Tecan, Männedorf, Suiza). Se calculó el porcentaje de cambio de cada parámetro 

entre ambas medidas. 

3.1.3. Análisis de expresión génica en ratones 

Después de 28 días de tratamiento, los ratones fueron eutanasiados por 

decapitación al cabo de una hora de recibir la última inyección farmacológica. Se 

obtuvieron muestras de cuatro tejidos (hígado, páncreas, tejido adiposo visceral y 

estriado), por su potencial relevancia en el desarrollo de efectos metabólicos 

inducidos por APs. De estos tejidos se extrajo ARN total utilizando el reactivo TRIzol 

(Life Technologies, Foster City, CA, USA) y se purificó con el sistema miniprep de 

extracción de ARN miTotalTM (Viogene Biotek Corp., New Taipei City, Taiwan). La 

concentración y la calidad del ARN se midieron utilizando un espectofotómetro 

NanoDropTM 2.000 (NanoDrop, Wilmington, DE, USA) y para evaluar la integridad del 

ARN se utilizó un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 

USA). Para el análisis de expresión mediante microarray, se enviaron un total de 

1.200 ng de ARN purificado de cada muestra al Kompetenzzentrum für Fluoreszente 

Bioanalytik Microarray Technology (KFB, BioPark Regensburg GmbH, Alemania) para 

su marcaje e hibridación sobre una matriz ClariomTM S para ratón de Affymetrix 

(Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA), que comprende más de 221.000 sondas 

dirigidas a más de 22.000 genes. 

El análisis de los datos consistió en la identificación de módulos y sus 

correspondientes genes altamente coexpresados, significativamente asociados 

(p < 0,05) con el tratamiento AP administrado (risperidona u olanzapina). Para ello 

se utilizó el paquete WGCNA (Weighted Gene Co-expression Network Analysis) para 
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el software R (276). A continuación, utilizamos el programa FatiGO (277) del paquete 

Babelomics y los términos de ontología génica (278), para identificar los procesos 

biológicos en los que participan los genes incluidos en los módulos identificados. A 

partir de estos procesos seleccionamos aquellos relacionados con procesos y 

alteraciones metabólicas para su posterior análisis. Los genes incluidos en los 

procesos seleccionados se utilizaron para crear una red de interacción 

proteína-proteína para cada AP, mediante el programa SNOW (279) del Babelomics. 

Estas dos redes de interacción obtenidas de forma independiente para risperidona y 

olanzapina se fusionaron en una única red, utilizando la opción de intersección del 

programa Cytoscape 3.7.2 (280). Para cada proteína se calculó el grado de 

conectividad, con el fin de identificar las proteínas centrales más relevantes que 

puedan constituir potenciales genes candidatos. 

3.1.4. Cohorte de pacientes con un PEP 

La muestra comprendió 226 pacientes del proyecto PEPs (281) que fueron reclutados 

desde abril de 2009 a abril de 2011. En el proyecto participaron 16 centros nacionales 

de investigación y se coordinó desde la Unidad de Esquizofrenia del Hospital Clínic 

de Barcelona. Todos los pacientes incluidos en el estudio tenían entre 7 y 35 años en 

el momento de la primera evaluación y una presencia de síntomas psicóticos de 

duración inferior a los 12 meses. El diagnóstico se realizó por psiquiatras de acuerdo 

con los criterios establecidos en el DSM-IV (282). A los participantes se les prescribió 

al menos un AP de segunda generación durante el período de seguimiento de seis 

meses y proporcionaron muestras biológicas para el genotipado. Al tratarse de un 

estudio naturalístico, no hubo directrices sobre el tratamiento administrado. 

Durante el período de seguimiento, el 40% de los pacientes fueron tratados con 

olanzapina o clozapina, fármacos que tienen un riesgo elevado de inducir aumento 

de peso o producir un empeoramiento de los parámetros metabólicos, mientras que 

a más de un 50% se les administraron APs con un riesgo intermedio o bajo de causar 

tales efectos secundarios, siendo la risperidona y el aripiprazol los más prescritos en 

este grupo. Los criterios de exclusión fueron: retraso mental según los criterios del 

DSM-IV, antecedentes de traumatismo craneoencefálico con pérdida de conciencia 

y enfermedad orgánica con repercusiones mentales. 
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El estudio fue aprobado por los Comités de Ética de Investigación Clínica de todos 

los centros clínicos participantes. Todos los sujetos incluidos en el estudio firmaron 

el consentimiento informado. En el caso de menores de 16 años, los padres o tutores 

cumplimentaron el consentimiento informado. 

3.1.5. Evaluación metabólica en los pacientes con un PEP 

Se registraron características antropométricas y metabólicas de los pacientes a nivel 

basal y a los 6 meses, incluyendo: peso corporal, índice de masa corporal, niveles de 

glucosa en sangre, niveles de colesterol total, colesterol de lipoproteínas de baja 

densidad (LDL), colesterol de lipoproteínas de alta densidad (HDL) y niveles de 

triglicéridos. Se calculó el porcentaje de cambio de cada parámetro entre ambas 

medidas.  

3.1.6. Análisis de expresión génica predicha en los pacientes con un PEP 

La sangre de los pacientes fue recogida mediante tubos EDTA y el ADN genómico fue 

aislado utilizando kits MagNA Pure LC ADN mediante el sistema automático MagNA 

Pure LC (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). La concentración y la 

calidad del ADN se midieron utilizando un espectofotómetro NanoDropTM 2.000 

(NanoDrop, Wilmington, DE, USA). Las muestras fueron genotipadas en el Centro 

Nacional de Genotipado (CeGen, Santiago de Compostela, España), utilizando 

matrices Axiom Biobank de Affymetrix que incluyen sondas para 758.740 SNPs. 

Mediante el software Axiom Analysis Suite (283) se extrajeron los resultados para la 

determinación de los genotipos. Estos se utilizaron para la imputación del resto de 

SNPs del genoma mediante el software Minimac4 utilizando el servidor de 

imputación Michigan (284). Todos los datos de genotipado se utilizaron para 

predecir los niveles de expresión génica para cada individuo a través del método de 

imputación PrediXcan (285). Concretamente, se predijo en cinco tejidos 

potencialmente relevantes para el desarrollo de alteraciones metabólicas inducidas 

por APs, incluyendo hígado, páncreas, tejido adiposo visceral y subcutáneo e 

intestino delgado, la expresión de los genes centrales previamente identificados en 

el análisis de microarray en muestras de ratones. 
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3.1.7. Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados utilizando el software IBM SPSS Statistics (IBM Corp., 

Chicago, USA). Se evaluó la normalidad de las variables continuas mediante las 

pruebas de Kolmogórov-Smirnov y de Shapiro-Wilk. Se calcularon las medias y las 

desviaciones estándar para las variables continuas. 

Las diferencias entre grupos en los parámetros metabólicos evaluados en ratones se 

analizaron mediante análisis de la varianza (ANOVA). Al encontrar diferencias entre 

machos y hembras en algunos de los parámetros evaluados, el análisis se ajustó por 

género. 

Para el análisis de los genes centrales en la cohorte de pacientes con un PEP, los 

niveles de expresión génica predichos del gen EP300 se categorizaron como bajo, 

medio o alto según los tres valores de expresión génica obtenidos en cada 

tejido (-0,13, -0,07 y 0,00). Las diferencias en las variables metabólicas se analizaron 

mediante análisis de la varianza. Los análisis se ajustaron por las variables 

sociodemográficas y clínicas que pudieran afectar a los parámetros evaluados, 

incluyendo sexo, edad y potencia del AP (alta, baja o sin riesgo) de incrementar el 

peso o empeorar los parámetros metabólicos. Para la comparación por pares se 

utilizó la prueba post-hoc de Bonferroni.  

 

3.2. Eficacia de los antipsicóticos: efecto del JNJ-46356479 en el 

tratamiento de síntomas negativos y cognitivos de la 

esquizofrenia (Estudios 2, 3 y 4) 
 

3.2.1. Estudio in vitro: modelo celular (Estudio 2) 

3.2.1.1. Cultivo celular y fármacos utilizados 

La línea celular de neuroblastoma humano SK-N-SH se obtuvo de la organización 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Las células se 

cultivaron en medio esencial mínimo (MEM) suplementado con un 10% de suero 

fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 500 µM de piruvato sódico, 50 unidades/ml de 

penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron en un 
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incubador humidificado a 37ºC con una atmósfera de CO2 al 5%. El medio de cultivo 

se cambió cada 2-3 días. 

Las células se trataron con diferentes concentraciones de clozapina (Tocris 

Bioscience, Bristol, UK) y JNJ (Janssen, Beerse, Bélgica) solos o en combinación con 

altas concentraciones de dopamina y glutamato para inducir la apoptosis y la muerte 

celular. El grupo control se trató con vehículo (0,25% de DMSO) (Figura 7). 

 

Figura 7. Protocolo experimental del modelo celular del Estudio 2. 

 

3.2.1.2. Análisis de viabilidad celular mediante alamarBlueTM 

Las células SK-N-SH se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 150.000 

células por pocillo y se trataron con diferentes concentraciones de clozapina o JNJ 

(1, 10 y 25 µM), administrados solos o en combinación con dopamina (100 µM) o 

glutamato (80 mM). Cada condición se evaluó por triplicado. La viabilidad celular se 

determinó con el uso de alamarBlue™ (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA), que nos 

permite detectar la viabilidad de las células por conversión de la resazurina, un 

compuesto de color azul y no fluorescente, a resorufina, un compuesto de color rojo 

y altamente fluorescente, en respuesta a una reducción del reactivo que se produce 

en el interior de las células vivas. Después de 24 y 48 horas de incubación, se 

agregaron 50 µl de alamarBlueTM a cada pocillo y se incubó durante 2 horas. Los 

niveles de fluorescencia se midieron en un lector de microplacas Tecan Spark® 20 M 

(Tecan, Männedorf, Suiza). La fluorescencia se midió a 540 nm de excitación y a 

590 nm de emisión. Cada medición se realizó al menos por duplicado. La viabilidad 

celular se expresó como porcentaje de los controles (células tratadas con vehículo, 

dopamina o glutamato). 
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3.2.1.3. Análisis de apoptosis mediante caspasa-3 

Las células SK-N-SH se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 120.000 

células por pocillo hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. A continuación, se 

sustituyó el medio normal de cultivo por medio de cultivo con las diferentes 

concentraciones de clozapina o JNJ (1, 10 y 25 µM), solos o en combinación con 

dopamina (200 µM) o glutamato (160 mM). Cada condición se evaluó por triplicado. 

Después de 24 horas de tratamiento, se utilizó un kit fluorimétrico para cuantificar 

la actividad de la proteína caspasa-3 (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA). El ensayo 

se basa en la hidrólisis del péptido sustrato Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-

metilcumarina (Ac-DEVD-AMC) por la caspasa-3, que provoca la liberación de la 

sustancia fluorescente 7-amino-4-metilcumarina (AMC). El sedimento celular se 

incubó en frío con 20 µl de tampón de lisis durante 20 minutos. Los lisados se 

centrifugaron a 4ºC durante 15 minutos a 14.000 g. Se transfirieron 6 µl de 

sobrenadante a una placa de 96 pocillos y después a cada pocillo se le añadieron 

200 µl de tampón de reacción que contenía el sustrato caspasa-3 (DEVC-AMC). Los 

niveles de fluorescencia se midieron en un lector de microplacas Tecan Spark® 20 M 

(Tecan, Männedorf, Suiza). La fluorescencia se midió a 360 nm de excitación y a 

465 nm de emisión. Cada medición se realizó al menos por duplicado. La 

fluorescencia de los blancos se sustrajo de los valores obtenidos, y estos valores 

resultantes se convirtieron en actividad caspasa-3 utilizando la curva estándar para 

AMC. La actividad de caspasa-3 se normalizó en base al contenido de proteína total 

de los extractos celulares, que se cuantificaron mediante colorimetría con un kit para 

la cuantificación de proteínas (BioRad, Hemel Hempstead, UK). Los resultados se 

expresaron como porcentaje de los controles (células tratadas con vehículo, 

dopamina o glutamato). 

3.2.1.4. Análisis de la muerte celular utilizando anexina V mediante 

citometría de flujo 

Se utilizó el ensayo de marcaje de membrana celular de anexina V para detectar la 

translocación de fosfatidilserina desde la cara interna de la membrana celular a la 

superficie externa como marcador de apoptosis. Además, se utilizó el yoduro de 

propidio para marcar el ADN en las células donde la membrana plasmática se había 
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visto comprometida como marcador de muerte celular. El ensayo se realizó con el 

kit de tinción Annexin-V-Fluos (Roche Diagnostics, Penzberg, Alemania). 

Las células SK-N-SH se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 120.000 

células por pocillo hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. Después se sustituyó 

el medio normal de cultivo por medio de cultivo con las diferentes concentraciones 

de clozapina o JNJ (1, 10 y 25 µM), solos o en combinación con dopamina (200 µM) 

o glutamato (160 mM). Cada condición se evaluó por triplicado. Después de 24 horas 

de tratamiento se recogieron las células en suspensión, así como las células 

adheridas mediante tripsinización y conjuntamente se sedimentaron mediante 

centrifugación a 300 g durante 5 minutos. Tras dos lavados de las células con tampón 

fosfato salino, se resuspendieron un total de 200.000 células y se centrifugaron 

nuevamente a 300 g durante 5 minutos. El sedimento se resuspendió en 100 µl de 

solución Annexin-V-Fluos y se incubó con 0,6 µl de anexina V conjugada con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) y 1,2 µl de yoduro de propidio durante 

15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Las muestras se mantuvieron 

en hielo y fueron analizadas mediante citometría de flujo con el sistema BD 

FACSCantoTM II (BD Bioscience, San José, CA, USA). 

La fluorescencia se midió a 525/50 nm de emisión para FITC y a 610/20 para yoduro 

de propidio. FITC y yoduro de propidio fueron excitados con dos láseres diferentes a 

488 y 561 nm, respectivamente. Se analizaron un mínimo de 10.000 eventos para 

cada muestra. Los datos se analizaron con la versión 10.1.5 del software FlowJoTM 

(BD Life Sciences, Ashland, OR, USA). Las células vivas presentaban poca o ninguna 

fluorescencia, las células en apoptosis temprana detectadas mediante la anexina 

conjugada con FITC mostraban una fluorescencia verde, las células apoptóticas en 

fase tardía presentaban una fluorescencia roja y verde y las células necróticas 

marcadas con yoduro de propidio una fluorescencia roja. Para cada situación 

experimental, se acotaron las subpoblaciones de interés en función de los 

respectivos controles (vehículo, dopamina o glutamato) y se delimitaron las regiones 

mediante cuadrantes. 
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3.2.2. Estudio in vivo: modelo animal (Estudios 3 y 4) 

3.2.2.1. Animales de experimentación y fármacos utilizados 

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Ética y 

Experimentación Animal de la Universidad de Barcelona y autorizados por el 

Departamento de Territorio y Sostenibilidad de la Generalitat de Catalunya 

(Proyecto de experimentación autorizado con número de orden 9208). En todos los 

grupos experimentales se incluyeron números similares de machos y hembras. 

Se utilizaron machos y hembras de la cepa de ratones C57BL/6J. En los días 

postnatales 7, 9 y 11 los ratones fueron expuestos por vía subcutánea a vehículo 

(salino) o ketamina (30 mg/kg) (286). 

Para el estudio del tratamiento farmacológico en la adultez (estudio 3), se administró 

a los ratones por vía subcutánea vehículo (10% de hidroxipropil-beta-ciclodextrina 

(HPβCD)) o JNJ (10 mg/kg) diariamente a partir del día postnatal 80 durante 

8 semanas. Se utilizaron un total de 52 ratones distribuidos en cuatro grupos 

experimentales: control (vehículo + vehículo, n = 13); JNJ (vehículo + JNJ, n = 11); KET 

(ketamina + vehículo, n = 15) y KET+JNJ (ketamina + JNJ, n = 13) (Figura 8). 

Figura 8. Protocolo experimental del modelo animal del Estudio 3. 

 

Para el tratamiento farmacológico precoz (estudio 4), durante el período 

adolescente del ratón, los animales se trataron entre los días postnatales 35 y 60 

inclusive con vehículo (10% HPβCD y 5% DMSO), JNJ (10mg/kg) o clozapina 

(10mg/kg) administrados por vía subcutánea. Se utilizaron 73 ratones que se 

separaron en seis grupos de tratamiento: control (vehículo + vehículo, n = 12); JNJ 

(vehículo + JNJ, n = 12); CLZ (vehículo + clozapina, n = 13); KET (ketamina + vehículo, 
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n = 12); KET+JNJ (ketamina + JNJ, n = 12) y KET+CLZ (ketamina + clozapina, n = 12) 

(Figura 9).  

Figura 9. Protocolo experimental del modelo animal del Estudio 4. 

 

3.2.2.2. Experimentos conductuales en ratón 

Para valorar el efecto de los diferentes tratamientos farmacológicos en un modelo 

animal de esquizofrenia generado mediante la administración postnatal de 

ketamina, se llevaron a cabo diferentes evaluaciones conductuales en el ratón 

adulto, a partir del día postnatal 90. Todos los ratones realizaron las pruebas 

conductuales en el siguiente orden: una batería de pruebas motoras, el test del 

rotarod, el test de campo abierto, el laberinto en Y, la tarea de reconocimiento de 

objeto nuevo, la prueba de las tres cámaras, la prueba de memoria social de las cinco 

exposiciones y la prueba de condicionamiento del miedo. Para minimizar la 

posibilidad de respuestas alteradas por pruebas conductuales anteriores, los 

procedimientos más invasivos se realizaron los últimos. 

La batería de pruebas motoras incluyó las siguientes subpruebas: a) reflejo visual de 

acercamiento, que valora la función cerebral y vestibular, evaluando la extensión de 

las patas delanteras en respuesta al acercamiento progresivo a una superficie plana 

mientras se sujeta a los ratones por la base de la cola; b) sensibilidad auditiva, donde 

se midió la respuesta de sobresalto a un estímulo auditivo repentino; c) prueba de 

enderezamiento, en la que se valora como aterrizaban los ratones en una superficie 

blanda después de dejarlos caer de una altura de 10 cm; d) fuerza de agarre, que 

cuantifica la resistencia a separarse de unas barras de aluminio al ser estirados de la 

cola; e) equilibrio, que mide la latencia de caída, en los dos primeros ensayos en una 

barra plana de madera y en los dos siguientes en una cilíndrica de aluminio ambas 

ubicadas a 40 cm de altura; f) reflejo prensil y capacidad de tracción, en la que se 
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midió la capacidad de los ratones para mantenerse agarrados a una varilla horizontal 

elevada durante 5 segundos y evaluando simultáneamente el número de patas 

traseras que el ratón fue capaz de levantar para cogerse mejor a la varilla; y 

g) coordinación motora mediante la prueba de la percha, donde se valoró la latencia 

a la caída, la latencia para alcanzar el extremo de la percha y la actividad realizada 

(desplazamientos) (287). 

El test del rotarod se utilizó para valorar la coordinación motora y el equilibrio. Los 

animales se colocaron en los diferentes carriles giratorios del aparato a velocidades 

constantes (10, 25 y 40 rpm sucesivamente) durante un tiempo máximo de 1 minuto. 

El último ensayo de la prueba consistió en una aceleración progresiva continua. En 

cada uno de los ensayos se registró el tiempo de latencia para caer del rotarod (265). 

El test de campo abierto se realizó para explorar la actividad locomotora, la conducta 

exploratoria y la ansiedad. Se evaluó durante 5 minutos la exploración libre de los 

ratones en un campo abierto de 55 cm x 55 cm. Se midió la distancia total recorrida, 

el tiempo en la periferia y en el centro del aparato, la velocidad media de la marcha 

que mantuvieron y las veces que se levantaron sobre sus patas traseras. Se utilizó el 

software Smart 3.0 (Panlab, Barcelona, España) de vídeo seguimiento para la 

evaluación automatizada de cada uno de los parámetros, excepto para el recuento 

de las veces que se levantaban sobre sus patas traseras, que se recogió 

manualmente. 

El laberinto en Y se utilizó para medir la memoria de trabajo espacial. En la primera 

tarea se bloqueó aleatoriamente uno de los dos brazos del laberinto y se dejó a los 

ratones, durante 10 minutos, explorar libremente el resto del aparato. Después de 

un intervalo de 15 segundos, los animales se volvieron a introducir en el laberinto 

con todas las zonas accesibles, y se les dejó explorar durante 3 minutos, registrando 

el tiempo del animal dentro del brazo sin explorar y dentro del brazo familiar. Para 

la segunda tarea se encerró a los ratones durante 25 segundos en el brazo del 

laberinto en el que entraron primero para explorar. A continuación, se colocó 

nuevamente a los ratones en el punto de inicio permitiéndoles de nuevo hacer la 

elección del brazo donde entrar. Este proceso se repitió 3 veces y se determinó el 

porcentaje de alternancia (288). 
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La tarea de reconocimiento de objeto nuevo se utilizó para evaluar la memoria de 

trabajo. Inicialmente los ratones fueron habituados a un campo abierto durante dos 

días (5 minutos al día). Al tercer día, durante la fase de entrenamiento, se colocaron 

dos objetos idénticos en el interior del campo abierto y el ratón exploró en dos 

sesiones de 5 minutos esta situación experimental, con una demora entre sesiones 

de 5 minutos. Se registró el tiempo explorando cada objeto. Al cabo de 5 minutos se 

realizó la tercera sesión, donde uno de los objetos se había sustituido por uno nuevo 

con distinta forma y color. Se anotó el tiempo de exploración para cada objeto 

durante un período de 5 minutos (289). 

El aparato de las tres cámaras se utilizó para valorar el paradigma de reconocimiento 

y memoria social. Los ratones se habituaron al aparato durante dos días (10 minutos 

al día), previos al día del experimento. En la primera fase se les presentó en uno de 

los compartimentos laterales un ratón ubicado dentro de una jaula (lado social) y en 

el otro un objeto con forma de ratón también presentado dentro de una jaula (lado 

no social) y se valoró el tiempo que los ratones estuvieron olfateando cada jaula 

durante un periodo total de 10 minutos. La segunda fase de la prueba se inició al 

cabo de 10 minutos durante los cuales los ratones se dispusieron en sus jaulas fuera 

del aparato. Esta consistió en probar la preferencia por la novedad social, ubicando 

en un lado al ratón familiar y en el otro al ratón nuevo de diferente camada. Se 

registró el tiempo que los ratones estuvieron olfateando cada jaula durante un 

periodo total de 10 minutos (290). 

En la prueba de memoria social de las cinco exposiciones, los animales se 

individualizaron en jaulas durante al menos 24 horas previas al experimento. El día 

de la prueba, se presentó un ratón de estímulo en la caja del ratón en experimento 

durante 4 veces en exposiciones de 1 minuto de duración, con un intervalo de 10 

minutos entre sesiones. Tras 10 minutos de la cuarta exposición se introdujo un 

nuevo ratón de estímulo durante 1 minuto en la jaula del animal experimental. Se 

registró el tiempo de interacción (definido como olfatear e investigar en las 

proximidades) con cada animal presentado. 

En la prueba de condicionamiento del miedo, los ratones fueron individualizados en 

jaulas durante 72 horas previas a la prueba. El día del condicionamiento, con el 
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objetivo de aclimatar los ratones al aparato, se les dejó explorar libremente durante 3 

minutos la cámara. Previamente se colocaron señales visuales para ubicar y orientar a 

los animales. En cada uno de los tres ensayos de 80 segundos, los ratones recibieron 

una descarga de 2 segundos con una intensidad de 0,6 mA en el segundo 38. El periodo 

entre ensayos fue de 25 a 40 minutos. Se calculó el porcentaje del comportamiento 

de congelación, observando cada 5 segundos si el ratón permanecía inmóvil, a 

excepción de la respiración, en los 40 segundos restantes después de recibir la 

descarga. Al día siguiente se evaluó el aprendizaje contextual, introduciendo de nuevo 

los ratones en la cámara durante 10 minutos en ausencia de descarga y valorando el 

comportamiento de congelación cada 30 segundos. Este último procedimiento se 

repitió durante 4 días consecutivos para valorar la extinción del condicionamiento. 

3.2.2.3. Preparación del tejido e inmunohistoquímica 

Al día siguiente de completar los experimentos conductuales, la mitad de los ratones 

de cada grupo fueron perfundidos 1 hora después de la última inyección del fármaco. 

Para la anestesia profunda, previa a la perfusión, se administró pentobarbital 

(50 mg/kg) por vía intraperitoneal. Para perfundir se utilizó solución salina 

tamponada con fosfato 1X seguida de paraformaldehído al 4%. A continuación, los 

cerebros se postfijaron en paraformaldehído al 4% durante toda la noche a 4ºC y 

posteriormente se transfirieron a una solución con sacarosa al 30% y se almacenaron 

a 4ºC durante 72 horas. Finalmente, se congelaron los cerebros en hielo seco y 

posteriormente se utilizó un criostato para realizar cortes coronales de 30 µm de 

espesor de todo el cerebro, que se conservaron a -20ºC en solución crioprotectora. 

El análisis inmunohistoquímico se llevó a cabo en diferentes secciones de cortes de 

la CPF y del hipocampo. Se utilizaron anticuerpos primarios policlonales anti-PV 

producidos en conejo (dilución 1:1.000) (Abcam, Cambridge, UK) y anti-c-Fos 

producidos en cobaya (dilución 1:500) (Synaptic Systems, Göttingen, Alemania). Los 

anticuerpos primarios fueron detectados utilizando anticuerpos secundarios 

anti-conejo conjugados con Alexa Fluor® 594 (dilución 1:1.000) (Life Technologies, 

Eugene, OR, USA) y anti-cobaya conjugados con Alexa Fluor® 488 (dilución 1:1.000) 

(Life Technologies, Eugene, OR, USA). Además, se realizó una tinción nuclear de 

12 minutos con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Calbiochem, Billerica, MA, USA) 
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en tampón fosfato 0,1 N para definir las estructuras anatómicas que fueron 

identificadas según el Atlas de Franklin y Paxinos (291). Los cortes se colocaron en 

portaobjetos y se cubrieron con cubreobjetos utilizando medio de montaje. De cada 

animal se montó una serie de cortes de la CPF, que comprendió toda el área 

prelímbica e infralímbica, y una serie de hipocampo, que abarcó las áreas de giro 

dentado (GD) y los subcampos del Cornu Ammonis, CA1, CA2 y CA3.  

Se tomaron 6 imágenes aleatorias, de tamaño 387,5 x 387,5 µm, en el área 

prelímbica e infralímbica de la CPF medial utilizando un microscopio confocal 

Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) con un objetivo de 20x. Para 

el análisis del hipocampo se recogieron 3 mosaicos de imágenes que abarcaban toda 

el área del hipocampo utilizando un microscopio de fluorescencia Zeiss Axioskop 2 

Plus (Zeiss, Oberkochen, Alemania) con el objetivo de 40x. Para el análisis de c-FOS 

en GD se utilizó el microscopio de fluorescencia Leica AF6000 (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Alemania) con un objetivo de 63x. Las imágenes fueron analizadas con el 

programa Image J. Se calculó la media de grises de PV y c-FOS en relación a DAPI en 

la CPF medial y se realizó la cuantificación de células positivas para PV en el 

hipocampo y c-FOS en GD. 

3.2.3. Análisis estadístico (Estudios 2, 3 y 4) 

Los datos se analizaron utilizando el software IBM SPSS Statistics (IBM Corp., Chicago, 

USA). Se evaluó la normalidad de las variables continuas mediante la prueba de 

Shapiro-Wilk. Las diferencias entre grupos se analizaron utilizando la prueba ANOVA y 

las comparaciones por pares utilizando las pruebas post-hoc de Bonferroni. En el caso 

de datos que presentaron una distribución no normal, se utilizó la prueba no 

paramétrica de Kruskal Wallis y, para las comparaciones por pares, se utilizaron los 

niveles de significancia ajustados obtenidos de la prueba U de Mann-Whitney. En la 

prueba de las tres cámaras, la prueba de las cinco exposiciones y la tarea de 

reconocimiento de objeto nuevo las comparaciones intragrupo se realizaron mediante 

la prueba t de Student. El nivel de significación se fijó en p < 0,05. No se detectaron 

diferencias significativas entre machos y hembras en ninguna de las evaluaciones 

realizadas y tampoco se encontró efecto del sexo cuando se incluyó como covariable 

en el análisis.  
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4. RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral se describen de forma 

detallada en cada uno de los artículos que la componen. A continuación, se resumen 

los principales hallazgos encontrados. 

 

4.1. Efectos adversos de los antipsicóticos: síndrome metabólico 

(Estudio 1) 
 

4.1.1. EP300 y desregulación metabólica inducida por antipsicóticos 

(Estudio 1) 

 

Martínez-Pinteño A*, Gassó P*, Prohens L, Segura AG, Parellada M, Saiz-Ruiz 

J, Cuesta MJ, Bernardo M, Lafuente A, Mas S, Rodríguez N. Identification of 

EP300 as a key gene involved in antipsychotic-induced metabolic 

dysregulation based on integrative bioinformatics analysis of multi-tissue 

gene expression data. Frontiers in Pharmacology. 2021; 12: 729474 

 
Mediante el análisis de expresión génica en los 4 tejidos de ratones tratados con 

risperidona, se identificaron un total de 423 módulos de coexpresión cada uno de 

los cuáles agrupa genes con patrones de expresión similar. De estos, se hallaron 230 

en el hígado, 73 en el páncreas, 6 en el tejido adiposo y 114 en el estriado. Un total 

de 20 de estos módulos se asociaron significativamente con el tratamiento con 

risperidona: 13 en el hígado, 4 en el páncreas y 3 en el estriado. En los ratones 

tratados con olanzapina, se identificaron 483 módulos de coexpresión: 223 en el 

hígado, 140 en el páncreas, 55 en el tejido adiposo y 65 en el estriado. De estos, 46 

módulos se asociaron significativamente con el tratamiento con olanzapina: 21 en el 

hígado, 15 en el páncreas y 5 en el estriado. 

Se utilizaron los genes identificados en cada uno de los módulos de coexpresión 

asociados significativamente con el tratamiento farmacológico para explorar los 

procesos funcionales en los que participan dichos genes. Este análisis permitió 

identificar procesos biológicos significativos en 14 de los 20 módulos de coexpresión 

asociados al tratamiento con risperidona (11 en el hígado, 1 en el tejido adiposo y 
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2 en el estriado) y en 26 de los 46 módulos asociados con el tratamiento con 

olanzapina (13 en el hígado, 5 en el páncreas, 4 en el tejido adiposo y 4 en el 

estriado). A continuación, se seleccionaron aquellos relacionados con procesos y 

alteraciones metabólicas como la homeostasis de la glucosa y los lípidos, la 

regulación hormonal o el control de la presión arterial, entre otros (21,7% de los 

procesos identificados para risperidona y 25,5% para olanzapina). 

A partir de los genes incluidos en los procesos seleccionados (60 genes para 

risperidona y 263 para olanzapina) se construyó una red de interacción 

proteína-proteína para cada AP. La red construida para risperidona comprendió 

46 genes y la de olanzapina 295. Para encontrar las proteínas comunes involucradas 

en los procesos regulados por ambos APs, se construyó una única red de interacción 

fusionando las redes obtenidas de forma independiente para risperidona y 

olanzapina. La red resultante mostró 12 proteínas comunes, 10 de las cuales estaban 

interconectadas. Entre estas proteínas, p300 codificada por EP300 se identificó como 

la proteína con mayor conectividad en esta red, por lo que se consideró la proteína 

central más importante.  

A continuación, exploramos los niveles de expresión de EP300 predichos 

genéticamente en una cohorte de 226 pacientes con un PEP tratados con APs para 

evaluar a nivel clínico la posible asociación de este gen con las alteraciones 

metabólicas inducidas por estos fármacos. Los niveles de expresión de EP300 se 

asociaron significativamente con aumentos en: el peso corporal (p = 0,016), el índice 

de masa corporal (p = 0,012), los niveles de colesterol total (p = 0,002), los niveles de 

colesterol LDL (p < 0,001) y las concentraciones de triglicéridos (p = 0,02) después de 

6 meses de tratamiento con APs. El análisis post-hoc reveló que aquellos pacientes 

con bajos niveles predichos de expresión de EP300 mostraron mayores aumentos en 

los rasgos antropométricos y metabólicos. El aumento en el peso corporal (14,56%) 

y en el índice de masa corporal (15,05%) en los pacientes con niveles bajos de 

expresión de EP300 fue 2 veces superior al observado en pacientes con niveles de 

expresión medios (incremento del peso: 7,07%, p = 0,006; y del índice de masa 

corporal: 7,09%, p = 0,004) y altos (incremento del peso: 8,76%, p= 0,054; y del índice 

de masa corporal 8,64%, p = 0,029). En cuanto a los parámetros de metabolismo 
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lipídico, en pacientes con niveles bajos de expresión de EP300, el incremento en las 

concentraciones de colesterol total (22,81%) y LDL (36,81%) fue 4 veces y casi 12 

veces superior, respectivamente, en comparación con pacientes con niveles medios 

(incremento de colesterol total: 5,08%, p = 0,002; y LDL: 3,16%, p < 0,001) o altos 

(incremento de colesterol total: 5,43%, p = 0,002; y LDL: 3,06%, p < 0,001) de 

expresión de EP300. En los triglicéridos, el aumento fue 2,5 veces mayor en los 

pacientes con niveles bajos de expresión de EP300 (69,98%) en comparación con los 

otros grupos (incremento en pacientes con niveles medios: 25,75%, p = 0,019; y con 

niveles altos: 28,27%, p = 0,032). 
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Supplementary Table 1. Risperidone 
co-expression modules that were significantly 
associated with antipsychotic treatment.  

module name p-value 
Number of 

genes 

striatum 

MEblue2 2,71E-02 77 

MEdarkred 2,97E-02 179 

MEhoneydew 3,72E-02 70 

liver 

MElavenderblush 1,94E-04 53 

MEtan2 2,45E-03 46 

MEslateblue2 5,55E-03 44 

MEfloralwhite 8,67E-03 99 

MElightcyan1 1,33E-02 100 

MEfirebrick2 1,38E-02 57 

MEpalevioletred3 1,40E-02 90 

MEthistle3 2,50E-02 77 

MEbrown2 2,61E-02 79 

MEseashell4 2,79E-02 37 

MEskyblue2 3,69E-02 83 

MEblueviolet 3,87E-02 65 

MEdarksalmon 3,88E-02 39 

pancreas 

MEplum 1,60E-02 37 

MEcoral2 2,14E-02 39 

MEivory 3,31E-02 58 

MEplum1 3,70E-02 70 

Supplementary Table 1. Olanzapine co-expression 
modules that were significantly associated with 
antipsychotic treatment. 

module name p-value 
Number of 

genes 

striatum 

MEred 4,41E-03 1105 (245)1 

MEsaddlebrown 7,95E-03 168 

MEorange 3,63E-02 209 

MEyellow 3,65E-02 1841 (346)1 

MElightsteelblue1 4,77E-02 111 

liver 

MEorangered3 3,66E-03 82 

MEdarkolivegreen2 6,97E-03 64 

MEbisque4 7,69E-03 100 

MElightpink 7,83E-03 43 

MEplum 1,55E-02 82 

MEseashell4 1,72E-02 35 

MEdodgerblue4 1,97E-02 39 

MEchocolate3 2,18E-02 50 

MEcornsilk 2,44E-02 42 

MEthistle 2,66E-02 73 

MEcornflowerblue 2,69E-02 49 

MEdarkred 2,84E-02 155 

MEnavajowhite 2,94E-02 62 

MEslateblue 3,54E-02 59 

MEgreen1 3,76E-02 36 

MEbrown3 3,83E-02 47 

MEhoneydew 3,88E-02 69 

MEsienna3 3,95E-02 115 

MEsaddlebrown 4,05E-02 129 

MEslateblue2 4,62E-02 41 

MEpink4 4,66E-02 66 

pancreas 

MEtan4 1,70E-03 39 

MEviolet 7,56E-03 97 

MEorangered 1,02E-02 33 

MEdarkolivegreen4 1,43E-02 53 

MEdarkolivegreen2 1,65E-02 42 

MEorangered1 1,70E-02 44 

MEfirebrick4 1,94E-02 53 

MElightsteelblue 2,91E-02 55 

MEorangered3 3,24E-02 56 

MEorange 3,66E-02 119 

MEdarkseagreen2 3,76E-02 37 

MElightsteelblue1 4,07E-02 85 

MElightcyan1 4,52E-02 83 

MEmistyrose 4,71E-02 36 
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MElightblue4 4,73E-02 43 

adipose tissue 

MEdarkorange2 7,94E-04 43 

MElightyellow 4,10E-03 160 

MEdarkgrey 2,33E-02 86 

MEfloralwhite 2,37E-02 44 

MEroyalblue 3,79E-02 154 
1 The total number of genes included in the co-
expression module and the number of genes (in 
brackets) selected for further analysis based on 
module membership and gene significance are 
shown. 
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4.2. Eficacia de los antipsicóticos: efecto del JNJ-46356479 en el 

tratamiento de síntomas negativos y cognitivos de la 

esquizofrenia (Estudios 2, 3 y 4) 
 

4.2.1. Estudio in vitro: modelo celular (Estudio 2) 

 
Gassó P*, Martínez-Pinteño A*, Rodríguez N, Madero S, Gómez M, González-

Segura AG, García-Rizo C, Morén C, Mas S, Parellada E. Neuroprotective effect 

of the positive allosteric modulator of the mGluR2 JNJ-46356479 in human 

neuroblastoma cell cultures. International Journal of molecular Science.                  

(En revisión) 

 
El análisis de la viabilidad celular determinada con alamarBlue™ a las 24 y 48 horas 

de tratamiento farmacológico, en la línea de neuroblastoma SK-N-SH, mostró que el 

tratamiento con clozapina disminuyó significativamente la viabilidad celular, 

mostrando una relación dosis-dependiente, después de 24 horas (12-26%, 

p < 3 x 10-5) y 48 horas (5-37%, p < 0,008). Sin embargo, en el tratamiento con JNJ no 

se observó una alteración significativa de la viabilidad celular a excepción de un 

pequeño incremento a 10 µM (6%, p = 6 x 10-4) y una pequeña reducción a 25 µM 

(4%, p = 0,0025) a 48 horas. Con las células expuestas a dopamina (100 µM) o 

glutamato (80 mM), la viabilidad celular a 24 y 48 horas se redujo en un 20% y un 

30%, respectivamente. La clozapina a concentraciones de 10 y 25 µM aumentó la 

toxicidad de la dopamina y del glutamato, constatada por la disminución significativa 

de la viabilidad celular de manera dosis-dependiente después de 24 horas 

(dopamina: 20-39%, p < 3 x 10-6; y glutamato: 17-31%, p < 7 x 10-6) y 48 horas 

(dopamina: 17-45% p < 8 x 10-4; y glutamato: 17-38%, p < 1 x 10-4) en comparación 

con las células únicamente tratadas con dopamina o glutamato. El tratamiento con 

JNJ disminuyó significativamente la viabilidad celular solo en los cultivos expuestos 

a dopamina. Concretamente, en células expuestas a dopamina, el JNJ a 

concentraciones de 10 y 25 µM redujo la viabilidad celular tras 24 horas de 

tratamiento (9-17%, p < 0,014) y tras 48 horas a 25 µM (17%, p = 0,001). Destacar 

que, con las mismas dosis de fármaco, las células expuestas a dopamina y tratadas 
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con JNJ mostraron una mayor viabilidad que las tratadas con clozapina después de 

24 horas (p < 0,02) y 48 horas (p < 0,023). 

La actividad de caspasa-3 medida a las 24 horas mostró incrementos significativos 

en las células tratadas con clozapina a 10 y 25 µM (49-116%, p < 0,02), mientras que 

el tratamiento con JNJ no afectó dicha actividad. Las células expuestas a altas 

concentraciones de dopamina (200 μM) o glutamato (160 mM) experimentaron un 

aumento de 5 veces en la actividad de caspasa-3. El efecto apoptótico de la 

dopamina se potenció en células tratadas con clozapina observándose un 

incremento significativo de los niveles de caspasa-3 con la dosis más alta (60%, 

p = 0,003). De forma opuesta, el tratamiento con JNJ a 25 µM redujo el efecto 

apoptótico de la dopamina (40%, p = 0,03). En cultivos expuestos a glutamato, la 

dosis más alta de clozapina y JNJ mostró un efecto protector frente a la apoptosis 

inducida por glutamato, al observarse una reducción en la actividad de caspasa-3 

(27-41%, p < 0,045). 

En los análisis de citometría, los tratamientos con clozapina y JNJ a las diferentes 

concentraciones no afectaron a la viabilidad celular. Los cultivos celulares expuestos 

a altas concentraciones de dopamina (200 μM) o glutamato (160 mM) 

experimentaron un incremento de la apoptosis y de la muerte celular, aumentando 

3 veces el número de células con fosfatidilserina en la superficie exterior de la 

membrana celular y reduciendo un 50% el número de células vivas. Cuando los 

cultivos expuestos a dopamina se trataron con clozapina o JNJ se observaron efectos 

similares sobre la viabilidad a 10 y 25 µM (40-60%, p < 0,0002) y sobre la muerte 

celular a 25 µM (p < 0,005), ya que ambos fármacos aumentaron la toxicidad de la 

dopamina de manera dosis-dependiente. Sin embargo, se observaron efectos 

opuestos en la viabilidad y muerte celular cuando los cultivos celulares expuestos a 

glutamato se trataron con clozapina o JNJ. Mientras que el tratamiento con clozapina 

a 25 µM aumentó la toxicidad del glutamato, reduciendo la viabilidad celular e 

incrementando la muerte celular en un 20% (p < 0,006), el tratamiento con JNJ, a 10 

y 25 µM, parecía proteger contra dicha toxicidad, aumentando el número de células vivas 

(21-25%, p < 0,005) y disminuyendo, a 25 µM, la muerte celular en un 15% (p = 0,027). 
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4.2.2. Estudio in vivo: modelo animal tratado en la adultez (Estudio 3) 

 

Martínez-Pinteño A*, García-Cerro S*, Mas S, Torres T, Boloc D, Rodríguez N, 

Lafuente A, Gassó P, Arnaiz JA, Parellada E. The positive allosteric modulator 

of the mGlu2 receptor JNJ-46356479 partially improves neuropathological 

deficits and schizophrenia-like behaviors in a postnatal ketamine mice 

model. Journal of Psychiatric Research. 2020; 126: 8-18. 

En el presente estudio se evaluó la eficacia del tratamiento en la adultez con JNJ en 

revertir los efectos conductuales y neuropatológicos en un modelo animal de 

esquizofrenia utilizando ketamina postnatal. Para ello se analizaron 4 grupos 

experimentales: control, JNJ, ketamina y ketamina + JNJ. 

Los resultados obtenidos en la evaluación motora mostraron que los cuatro grupos 

de tratamiento no difirieron ni en las habilidades analizadas con la batería de 

pruebas motoras ni en la coordinación motora medida con el rotarod. Sin embargo, 

en el test de campo abierto, la actividad de los ratones tratados con JNJ, ketamina o 

ambos fue significativamente menor que la del grupo control, por lo que respecta a 

la distancia total recorrida (p < 0,05), velocidad media (p < 0,05) y desplazamientos 

verticales (p < 0,01). Además, los ratones tratados únicamente con JNJ pasaron 

significativamente menos tiempo en el centro del campo abierto que los controles, 

con un aumento correspondiente en el tiempo transcurrido en la periferia (p < 0,01). 

En la evaluación conductual en el laberinto en Y, los ratones expuestos a ketamina 

mostraron un comportamiento deteriorado, estando más tiempo en el brazo 

familiar, lo cual se vio revertido en los ratones expuestos a ketamina y tratados con 

JNJ (p = 0,036). Además, en los ratones expuestos a ketamina, el porcentaje de 

alternancia se vio reducido significativamente en comparación con los ratones 

control (p = 0,006). Este comportamiento también fue revertido con el tratamiento 

con JNJ ya que estos animales mostraron puntuaciones similares a los del grupo 

control. En la prueba de las tres cámaras, los ratones expuestos a ketamina no 

demostraron una preferencia significativa por pasar más tiempo oliendo a un 

compañero de camada que a un ratón de juguete. En este caso, el tratamiento de 

los animales con JNJ no revirtió la conducta alterada. Cuando la elección fue entre 
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un ratón familiar y uno no familiar, los ratones expuestos a ketamina tampoco 

mostraron preferencia por la novedad social. Sin embargo, aquellos ratones 

expuestos a ketamina que fueron tratados con JNJ recuperaron el comportamiento 

habitual de preferencia por el ratón desconocido (p = 0,048). En la prueba de las 

cinco exposiciones, los ratones expuestos a ketamina dedicaron menos tiempo a 

interaccionar con los ratones presentados en cada uno de los cinco ensayos. En 

particular, comparando este grupo con los ratones control hubo diferencias 

significativas en la mayoría de exposiciones (ensayo 1, p = 0,007; ensayo 2, p = 0,002; 

ensayo 3, p = 0,045; y ensayo 5, p = 1 x 10-4). Además, en el quinto ensayo, cuando 

se presentó un ratón novedoso, los ratones expuestos a ketamina fueron los únicos 

que no aumentaron el tiempo de interacción. Al tratar los ratones con JNJ, estos 

recuperaron el interés por el ratón desconocido (p = 0,015) y estuvieron más tiempo 

interactuando con él que los ratones expuestos solo a ketamina (p = 0,024). Finalmente, 

en la prueba de condicionamiento del miedo no se encontraron diferencias entre grupos. 

El análisis inmunohistoquímico en la CPF medial mostró una pérdida significativa de 

inmunoreactividad de PV en los ratones expuestos a ketamina, en comparación con 

el grupo control (p = 0,041). Se observó que presentaron aproximadamente una 

reducción del 50% de los niveles de expresión de interneuronas PV+. Los ratones 

expuestos a ketamina y tratados con JNJ recuperaron los niveles de PV y no 

mostraron diferencias significativas con el grupo control. El análisis de los valores de 

expresión de c-Fos en la CPF medial no mostró diferencias entre grupos. En el 

hipocampo, de las cuatro áreas que se analizaron, CA1, CA2, CA3 y GD, solo esta 

última presentó diferencias en la densidad de interneuronas PV+ entre grupos 

(p = 0,05). En concreto, los ratones expuestos a ketamina mostraron una reducción 

significativa de interneuronas PV+ en comparación con el grupo control (p = 0,043). 

El tratamiento con JNJ revirtió parcialmente los efectos de la ketamina al 

incrementar la densidad de interneuronas PV+, mostrando valores similares a los 

obtenidos en el grupo control. Además, los animales expuestos a ketamina 

mostraron mayor densidad de neuronas c-Fos en el GD en comparación con el grupo 

control (p = 0,038). Al tratar estos ratones con JNJ, las densidades de neuronas c-Fos 

positivas fueron similares a las obtenidas en el grupo control.   
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Supplemental Methods 

 

Animals and drug treatment 

Four C57BL/6J male and female mice were purchased from Charles River Laboratories 

(Wilmington, MA, USA) at 6 weeks of age. They were acclimated for at least ten days in the 

animal house of the Faculty of Medicine at the University of Barcelona and were later put to 

breed in pairs. Mice were housed at 22ºC with ad libitum access to food and drink in an 

alternating 12-hour light and dark cycle. 

In the present study, pups of both sexes were exposed on PND 7, 9, and 11 with subcutaneous 

(≈ 0.1 mL, 25G needle) injections of vehicle (saline) or ketamine (30 mg/kg) (Powell et al., 

2012). Ketamine (Ketamidor 100 mg/ml, Karizoo, Barcelona, Spain) was suspended in saline. 

After weaning, they were housed in groups of three and identified by ear punching. Once they 

reached the age of 80 days, they were treated subcutaneously (≈ 0.25 mL, 25G needle) with 

vehicle (10% hydroxypropyl-beta- cyclodextrin, HPβCD) or the drug JNJ-46356479 (10 

mg/kg/day) (Janssen Research and Development, Spain) daily for 8 weeks. A 40% HPβCD 

preparation was used to prepare the JNJ-46356479 stock solution. The compound was stirred 

on a heated plate (~70 °C) until dissolution and pH was adjusted to 4. Sterile water was added 

to the final solution so that the final concentration of the dosing solution also contained 10% 

HPβCD. Typically, dosing solutions were freshly prepared on the day of testing. In order to 

calculate the dosage to administer, all animals were weighed once a week during the treatment 

in adulthood. No weight differences between groups were observed (see Supplementary 

Figure S1). 
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Behavioral Experiments 

 

Motor assessment 

The motor test battery was performed following the procedure described by García-Cerro 

et al. (García-Cerro et al., 2014) and included the subsequent tests: 

a) The visual placing reflex test was used to evaluate cerebellar and vestibular 

functions. In three consecutive trials, mice were gently lowered by the tail toward 

a flat surface from a height of 15 cm. The forepaw extension response was scored 

on a scale of 0–4 (4: animal extends the forepaws when placed at the highest 

height; 3: forepaws extended before touching the surface with vibrissae; 2: 

forepaws extended after vibrissae touched the surface; 1: forepaws extended after 

the nose touched the surface; and 0: no extension). 

b) To evaluate auditory sensitivity, we measured the startle response to a sudden 

auditory stimulus. Mice were placed facing the wall of an unfamiliar cage and the 

auditory stimulus was generated by clapping two stainless steel forceps together 

(7 cm long). A score (0–3 points) was assigned based on the magnitude of the 

startle response: jumping more than 1 cm (3 points); jumping <1 cm (2 points); 

retracting the ears (Preyer reflex, 1 point); or no response (0 points). 

c) For the righting reflex test, mice were held supine and dropped from a height of 

10 cm onto a foam cushion. This was scored on a scale of 0–3 (3: animal lands 

on its feet; 2: animal lands on its side; 1: animal lands on its back; 0 animal lands 

on its back and stays there). 

d) Grip strength was assessed by quantifying resistance to separation from a lid of 

aluminum bars (2 mm) when pulled by the tail (0: no resistance; 1: slight; 2: 

moderate; 3: active; and 4: extremely active resistance).  
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e) To evaluate equilibrium, four 20 s trials of balance were performed on an elevated 

(40 cm high), horizontal (50 cm long) rod. Trials 1 and 2 were performed on a 

flat wooden rod (9 mm wide); trials 3 and 4 were performed on a cylindrical 

aluminum rod (1 cm diameter). In each trial, the animals were placed in a marked 

central zone (10 cm) on the elevated rod. The latency to fall from the rod was 

measured in four 20 s trials. A score of 0 was assigned if the animal fell within 

20 s; 1 if it remained within the central zone for 20 s; 2 if it left the central zone; 

and 3 if it reached one of the ends of the bar. 

f) Prehensile reflex (three 5 s trials) was measured as the animal’s ability to remain 

suspended by the forepaws by grasping an elevated horizontal wire (2 mm in 

diameter). The maximum possible score was achieved when the animal remained 

suspended by the forepaws in all three trials (one point per trial). Traction 

capacity was simultaneously scored by assessing the number of hind limbs that 

the animal raised to reach the wire (0: none; 1: one limb; and 2: two limbs). 

g) Motor coordination was also assayed with the coat hanger test. The mice were 

placed in the middle of the wire in an upside-down position. Latency to fall, 

latency to reach the end of the coat hanger and the activity performed on the wire 

(learning as the number of crossings) were measured in a single trial lasting 60 s. 

 

Motor coordinator was evaluated using a rotarod device (Ugo Basile, Comerio, Italy), 

consisting of a 37 cm long, 3 cm diameter plastic rod that rotates at different speeds. In a 

single session, 4 trials with a maximum duration of 60 s each were performed. In the first 

three tests, the rod was rotated at constant speeds of 10, 25, and 40 rpm, respectively. The last 

trial consisted of an acceleration cycle in which the rod rotated progressively faster, and the 

animal had to adapt to the growing demands of the test. The length of time that each animal 

remained on the rotarod during the acceleration cycle was recorded. 
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The open field test was performed to assess locomotor activity, exploratory behavior, 

and anxiety using a square-shaped open field (55 × 55 cm, surrounded by a 25 cm-tall fence). 

Animals were placed in the center of the field and allowed to explore it freely during a single 

5 min trial. The number of vertical (rearing), and grooming (a typical behavior related to 

stress) activities and the distance traveled (from square to square, subdivided into center vs 

periphery) was measured using Smart 3.0 video tracking software (Panlab, Barcelona, Spain) 

to record each parameter automatically. 

 

Y-maze test 

A Y-shaped maze with three identical white plexiglass arms (30 × 10 × 12 cm) 

positioned at a 120° angle from each other was placed in the center of a dimly illuminated 

room (30 lm) with cues located on the walls of the room to allow visual orientation. The 

spatial working memory task was assayed modifying the methods previously described by 

Rompala et al. (Rompala et al., 2013). In a 10 min exploration trial, one arm was blocked with 

plexiglass. After an interval of 15 s, while the animal remained in its home cage, the plexiglass 

divider was removed and the animal was then allowed to explore the three arms for 3 min. 

The time spent inside the new and familiar arms was recorded. For the test phase, a ratio 

index, (time in novel arm – time in familiar arm)/180 seconds, was estimated to measure 

spatial working memory. Y-maze tasks were recorded using a webcam mounted above the 

maze and evaluated by Smart 3.0 video tracking. 

To evaluate the spontaneous alternation task, mice were previously habituated to being 

placed at the start site (a camera sited at first of one of the three arms) for 20 s. Next, mice 

were allowed to choose one arm freely. After the arm decision, the selected arm was blocked 

and mice were allowed to explore this arm for 25 s. Then, mice were again placed at the start 

site, the blocked arm was opened and selection of the new arm was assayed. This procedure 

was repeated 3 times with an inter-trial time of 5 min. Arm choices were manually recorded. 

The percentage of alternation was determined by dividing the total number of alternations by 
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the total number of choices. The memory component in this task is that the mouse must 

remember which arm it has visited most recently in order to alternate. 

 

Three-Chamber sociability and social novelty test 

The social recognition paradigm was adapted from (Moy et al., 2004). The social 

testing apparatus was a rectangular, three-chambered box. Each chamber measured 40 cm 

long x 20 cm wide x 20 cm high, and each compartment had a door to open or close the area 

depending on the part of the experiment. The animals were habituated for 10 min by allowing 

them to move freely in all empty areas (with cages) for 2 sessions (one per day) before starting 

experiment. 

In the sociability test phase, mice were first placed in the middle chamber and allowed 

to explore for 5 min. The doorways into the two side chambers were obstructed by plastic 

boxes during this habituation phase. After the habituation period, the doors of the center area 

were opened and the animal was exposed for 10 min to one compartment containing a familiar 

littermate inside a cage (social side) and to another compartment with a toy mouse also placed 

inside a cage (non-social side). Social investigation was measured for 10 min while the animal 

sniffed each cage (i.e., when the animal’s nose was facing the compartment at no more than 

2 cm distance). Animals expressing normal sociability would be expected to spend a greater 

amount of time sniffing the cage containing the familiar littermate than the compartment 

containing the object. 

The mice were removed from the three-chamber apparatus and placed in their home 

cage for 10 min before conducting the next test. In the social novelty test, the mice were 

assessed on their preference for social novelty. A stimulus animal from a different litter was 

placed into one compartment and a littermate (different from the animal used in the sociability 

test) was placed into the other compartment. As in the test for sociability, investigation of 

each compartment was defined as time spent sniffing each cage. An animal expressing a 

normal preference for social novelty would spend a greater amount of time sniffing the 

compartment containing the animal from a different litter (novel) than the compartment 
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containing the littermate (familiar). The score for social novelty was calculated as the 

difference between the time spent investigating the compartment containing the novel animal 

and that spent investigating the familiar littermate. 

In both sociability and novelty recognition assays, the stimulus animal was placed in 

alternating compartments, counterbalancing left and right placement to avoid spontaneous 

preferences. In addition, the apparatus was cleaned with 70% ethanol after each test. All tests 

were recorded with a webcam and the interaction time was measured both manually and with 

Smart 3.0 automatic video tracking. 

 

Five Trial Social Memory Test 

Experimental mice and two stimulus mice per group (to avoid sexual preferences, naïve 

individuals were used, aged about 2-3 weeks old) were housed individually in their home 

cages for at least 24 h prior to experimentation. On the day of testing, a stimulus mouse 

(intruder) was placed inside a cage and then introduced into the experimental animal’s home 

cage 4 consecutive times, with each exposure lasting 1 min. Between exposures, the intruder 

was returned to its home cage for 10 min. Ten minutes after the fourth exposure, a novel 

stimulus mouse was introduced into the experimental animal’s home cage for 1 min. All 

sessions were video-recorded and interaction times (defined as sniffing and investigating at 

close proximity) were scored offline. 

 

Contextual Fear Conditioning and extinction 

Mice were single-caged for three consecutive days before fear conditioning. On the 

training day, mice were placed into the chamber (Coulbourn Instruments) with cues and 

allowed to freely explore for a 3 min acclimation period. Then, each mouse received three 

paired trials (context-shock) with a 25–40 min inter-trial interval. Each trial took 80 s 

(footshock at 38 s; 2 s, 0.6mA). After each trial, mice were returned to the home cage. 

Freezing was measured manually and scored as the percentage of total possible observations 
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(sampled once every 5 s during conditioning) in which the animal was motionless except for 

respiration for at least 1 s. Twenty-four hours later, contextual learning was evaluated. The 

mice were re-exposed to the chamber in a similar context to the previous day in the absence 

of a shock for 10 min. Freezing was scored manually every 30 s by an observer blind to 

condition and converted to a percentage. On the following four days, extinction learning was 

measured. In this case, mice were re-exposed to the context in the same context as the training 

day without any shock for 10 min in four independent sessions (once per consecutive days). 

Freezing was scored manually every 30 s and also converted to a percentage. The chamber 

was cleaned with 1% acetic acid between mice. 
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Supplementary Data 

Supplementary Table 1. List of antibodies used for immunohistochemistry 

Primary Antibody Dilution Source 

Rabbit polyclonal anti-parvalbumin 1:1000 Abcam, Cambridge, United Kingdom 

Guinea pig polyclonal anti-c-Fos 1:500 Synaptic Systems, Göttingen, Germany 

Secondary Antibody   

Anti-rabbit Alexa Fluor-594-conjugated 1:1.000 Life Technologies, Eugene, OR, USA 

Anti-guinea pig Alexa Fluor-488-conjugated 1:1.000 Life Technologies, Eugene, OR, USA 

Nuclei detection   

496-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 1:1000 Calbiochem, Billerica, MA, USA 

 

 

Supplementary Table 2. Motor test battery (mean scores ± SEM) 

 Veh + Veh Veh + JNJ Ket + Veh Ket + JNJ Hypothesis Contrast 

Visual placing reflex 2.23 ± 0.34 2.27± 0.38 2.00 ± 0.26 2.46 ± 0.33 p=0.744 

Auditory startle 1.38 ± 0.14 1.45± 0.16 0.93 ± 0.21 1.15 ± 0.19 p=0.237 

Righting reflex 2.85 ± 0.15 2.36± 0.36 3.00 ± 0.00 3.00 ± 0.00 p=0.042 

Grip strength 2.46± 0.27 2.18 ± 0.40 2.20 ± 0.31 2.31 ± 0.26 p=0.843 

Equilibrium wooden bar 2.50± 0.19 2.50 ± 0.17 2.36 ± 0.13 2.57 ± 0.17 p=0.603 

Latency to fall wooden bar 40.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 p=1.000  

Equilibrium aluminium bar 1.96± 0.28 2.1 ± 0.22 2.26 ± 0.17 2.23 ± 0.20 p=0.891 

Latency to fall aluminium bar 29.77± 3.33 33.81 ± 2.49 35.80 ± 1.43 35.07 ± 1.88 p=0,500 

Prehensile reflex 2.6± 0.21 1.90 ± 0.34 2.73 ± 0.11 2.53 ± 0.24 p=0.186 

Traction capacity 4.77± 0.80 3.27 ± 0.71 6.13 ± 0.69 4.00 ± 0.72 p=0.104 

Latency to fall coat hanger 56.69± 2.27 41.36 ± 7.91 43.00 ± 6.55 50.23 ± 5.23 p=0.398 

Number of crossings coat hanger 3.07± 0,44 2.00 ± 0.17 2.80 ± 0.59 2.53 ± 0.40 p=0.170 

Latency of arrival coat hanger 16.61± 2.92 17.72 ± 4.48 16.66 ± 3.46 15.46 ± 3.52 p=0.876 
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Supplementary Figure 
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Figure S1: Body weight. Results are shown as mean ± SEM 

  



Resultados 

 

147 

4.2.3. Estudio in vivo: modelo animal tratado en una etapa precoz 

(Estudio 4) 

 

Martínez-Pinteño A*, Rodríguez N*, Madero S, Gómez M, Prohens L, García-

Rizo C, Mas S, Consanza M, Parellada E, Gassó P. Early treatment with JNJ-

46356479, a mGluR2 modulator, improves social and cognitive deficits in a 

postnatal ketamine mice model of schizophrenia. Biomedicine & 

Pharmacotheraphy (En revisión). 

 

En el presente estudio se evaluó la eficacia del tratamiento precoz con JNJ, en 

comparación con clozapina, en revertir los efectos conductuales en un modelo 

animal de esquizofrenia utilizando ketamina postnatal. Para ello se analizaron 6 

grupos experimentales: control, JNJ, clozapina, ketamina, ketamina + JNJ y 

ketamina + clozapina. 

La evaluación motora en la adultez no mostró diferencias significativas entre los 

grupos para la mayoría de las pruebas realizadas. No obstante, los ratones tratados 

con clozapina mostraron una menor resistencia en la fuerza de agarre en 

comparación con el grupo control (p = 0,002). Del mismo modo, en la prueba del 

reflejo prensil y capacidad de tracción, los ratones expuestos a ketamina, mostraron 

una menor capacidad para permanecer agarrados a una varilla en comparación con 

el grupo control (p = 0,002 y p = 0,025, respectivamente). Los resultados de 

coordinación motora y equilibrio medidos con el rotarod mostraron que los seis 

grupos de tratamiento tuvieron latencias en la caída similares a las diferentes 

velocidades (10, 25 y 40 rpm). Sin embargo, en el ensayo con aceleración progresiva 

continua, los ratones tratados con JNJ mostraron una reducción significativa de la 

latencia a la caída en comparación con el grupo control (p = 0,004). En el test del 

campo abierto, la actividad general fue parecida en todos los grupos. Los ratones 

recorrieron una distancia total similar y pasaron mayor tiempo en la periferia que en 

el centro del campo abierto, sin mostrar diferencias entre los grupos de tratamiento. 

En la evaluación conductual, no se encontraron diferencias significativas en las tareas 

del laberinto en Y. En la tarea de reconocimiento de objeto nuevo, los ratones 
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pasaron el doble de tiempo investigando el objeto nuevo en comparación con el 

familiar (8,3 ± 0,6 vs. 16,3 ± 1,5 segundos, p = 8,6 x 10-9). El análisis de los resultados 

por grupo de tratamiento mostró que los ratones del grupo control, JNJ y clozapina 

estuvieron significativamente más tiempo investigando el objeto nuevo que el viejo 

(p = 0,042; p = 6,6 x 10-4; p = 4,3 x 10-4, respectivamente). Sin embargo, los ratones 

expuestos a ketamina no mostraron esta preferencia por el objeto nuevo. Esta 

preferencia se vio recuperada en los ratones expuestos a ketamina y tratados con 

JNJ (p = 0,013), pero no en el grupo expuesto a ketamina y tratado con clozapina. 

En la prueba de las tres cámaras, todos los ratones demostraron una preferencia 

significativa por pasar el tiempo oliendo a un compañero de camada en lugar de un 

ratón de juguete (control, p = 0,002; JNJ, p = 0,009, clozapina, p = 1 x 10-4; ketamina, 

p = 7 x 10- 4; ketamina + JNJ, p = 3 x 10-4 y ketamina + clozapina, p = 1 x 10-4, 

respectivamente). Cuando la elección fue entre un ratón familiar o un ratón no 

familiar, los ratones expuestos a ketamina no mostraron preferencia significativa por 

la novedad social. Esta preferencia se vio recuperada en los ratones expuestos a 

ketamina y tratados con JNJ (p = 6 x 10-4), pero no en los ratones expuestos a 

ketamina y tratados con clozapina. En la prueba de las cinco exposiciones, en el 

quinto ensayo, cuando se presentó un ratón novedoso, el grupo ketamina fue el 

único que no aumentó significativamente el tiempo de interacción, por lo que el 

tratamiento de estos animales tanto con JNJ como con clozapina permitió recuperar 

el interés por el ratón desconocido. 
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Supplementary Table 1. Motor test battery (mean scores ± SEM) 

 Veh + Veh Veh + JNJ Veh + CLZ Ket + Veh Ket + JNJ Ket + CLZ 
Hypothesis 

Contrast 

Visual placing reflex 3.08 ± 0.08 3.00 ± 0.00 2.92 ± 0.08 3.08 ± 0.15 3.00 ± 0.12 2.83 ± 0.11 p=0.489 

Auditory startle 1.08 ± 0.23 0.83 ± 0.11 1.15 ± 0.19 0.67 ± 0.14 0.75 ± 0.13 0.92±0.15 p=0.256 

Righting reflex 3.00 ± 0.00 2.5± 0.34 3.00 ± 0.00 3.00 ± 0.00 3.00 ± 0.00 3.00 ± 0.00 p=0.060 

Grip strength 2.67± 0.19 1.92 ± 0.19 1.62 ± 0.21 2.67 ± 0.14 2.42 ± 0.19 2.25 ± 0.18 p=0.000 

Equilibrium wooden bar 2.71 ± 0.13 2.33 ± 0.23 2.96 ± 0.38 2.58 ± 0.20 2.62 ± 0.22 2.29 ± 0.21 p=0.109 

Latency to fall wooden bar 40.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 36.85 ± 2.26 40.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 p=0.127 

Equilibrium aluminium bar 2.92 ± 0.06 2.67± 0.20 2.88 ± 0.08 2.62 ± 0.20 2.21 ± 0.29 2.50 ± 0.17 p=0.079 

Latency to fall aluminium bar 38.50 ± 1.02 37.67 ± 1.18 33.97 ± 3.12 36.75 ± 2.15 34.25 ± 3.08 33.94 ± 2.48 p=0,586 

Prehensile reflex 2.92 ± 0.08 3.00 ± 0.00 3.00 ± 0.00 2.50 ± 0.15 2.92 ± 0.08 2.83 ± 0.11 p=0.002 

Traction capacity 5.67 ± 0.22 5.33 ± 0.43 5.38 ± 0.24 3.83 ± 0.56 5.50 ± 0.26 5.42 ± 0.19 p=0.004 

Number of crossings coat 

hanger 
2.17 ± 0,11 2.00 ± 0.00 2.08 ± 0.24 2.08 ± 0.08 2.00 ± 0.12 2.08 ± 0.08 p=0.954 

Latency of arrival coat hanger 15.96 ± 1.77 23.15 ± 3.30 20.51 ± 3.32 23.41 ± 3.56 15.80 ± 1.73 18.92 ± 3.40 p=0.291 
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5. DISCUSIÓN 

La presente tesis doctoral pretende, por un lado, profundizar en los mecanismos 

moleculares involucrados en las alteraciones metabólicas inducidas por los APs, con 

el fin de identificar posibles genes candidatos para la detección de aquellos sujetos 

con mayor riesgo de desarrollar trastornos metabólicos. De esta forma se podría 

facilitar la selección del AP, disminuyendo así la aparición de efectos adversos, 

ayudando en el cumplimiento terapéutico y mejorando el pronóstico de los 

pacientes. Por otro lado, se pretende evaluar los efectos del tratamiento con JNJ 

in vitro en cultivo celular, estudiando su actividad neuroprotectora y antiapoptótica, 

e in vivo en un modelo de esquizofrenia en ratón expuesto a ketamina postnatal, 

valorando su capacidad de revertir las alteraciones neuropatológicas y de mejorar la 

sintomatología negativa y los déficits cognitivos de la esquizofrenia, síntomas para 

los que los tratamientos APs actuales no han demostrado ser efectivos. 

A continuación, se discuten los diferentes hallazgos que se han reportado en los 

estudios que componen la presente la tesis doctoral. 

 

5.1. Efectos adversos de los antipsicóticos: síndrome metabólico 

(Estudio 1) 
 

Si bien la evidencia acumulada ha relacionado el tratamiento con APs con 

alteraciones metabólicas, los mecanismos etiopatogénicos y los factores de 

susceptibilidad de estos efectos secundarios permanecen sin esclarecer. En el 

estudio 1, realizamos un análisis integrado de los perfiles de expresión génica en 

cuatro tejidos diferentes de ratones después del tratamiento con risperidona u 

olanzapina para identificar genes candidatos implicados en el desarrollo de estas 

alteraciones metabólicas. Los genes clave identificados se evaluaron en una cohorte 

naturalista de pacientes con un PEP que estaban siendo tratados con APs. Nuestros 

hallazgos aportan nuevos conocimientos sobre el mecanismo molecular involucrado 

en las alteraciones metabólicas inducidas por APs, y sugieren nuevos genes 

candidatos para futuros estudios farmacogenéticos. 
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El análisis con WGCNA de los datos de expresión génica obtenidos mediante 

microarray en los cuatro tejidos de ratón analizados (hígado, páncreas, tejido 

adiposo y estriado) nos permitió identificar varios módulos de genes coexpresados 

que estaban significativamente asociados con el tratamiento con risperidona u 

olanzapina en cada tejido. Este enfoque, en lugar de centrarse en genes individuales, 

considera la estructura global de la expresión génica, proporcionando módulos de 

genes altamente correlacionados que están enriquecidos con genes involucrados en 

procesos biológicos conocidos (292). En el estudio 1, encontramos que los genes de 

los módulos identificados estaban relacionados con funciones biológicas similares 

para los dos APs evaluados, incluyendo un alto número de procesos relacionados con 

el metabolismo energético, la regulación hormonal y el control del tono vascular, 

entre otros. La modulación de estos procesos por parte de los APs a nivel 

transcriptómico puede conducir al desarrollo de las alteraciones metabólicas 

inducidas por APs. 

La mayoría de las proteínas realizan sus funciones al interactuar con otros 

componentes que se encuentran en la misma célula o en diferentes células e incluso 

en diferentes tejidos (293). Los genes identificados en estos procesos relacionados 

con el metabolismo estaban altamente interconectados, como lo demuestran las 

redes de interacción proteína – proteína construidas para cada AP. Las redes de 

risperidona y olanzapina se fusionaron para identificar los genes compartidos. De los 

12 genes comunes, 10 estaban interconectados, siendo el gen central EP300, que 

mostró conexiones con casi todos los demás genes de la red. Además, se observó 

que EP300 fue también uno de los genes centrales más importantes en las redes 

independientes de risperidona y olanzapina. En los últimos años estos enfoques 

basados en redes de interacción se han aplicado a los estudios de proteínas. Durante 

las últimas dos décadas se han acumulado varias teorías y métodos para el análisis 

de redes biológicas, con el fin de evaluar las relaciones entre las proteínas y 

esclarecer su importancia funcional. Scardoni y Laudanna discutieron varias 

propiedades de la centralidad topológica, así como sus significados biológicos (294). 

Se ha propuesto que las proteínas altamente conectadas en un interactoma y 

aquellas ubicadas en el centro de la red tienen una mayor probabilidad de ser 
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esenciales (295,296). Así, nuestros hallazgos sugieren que EP300 podría ser un gen 

crucial en el mecanismo por el cual los APs conducen a la desregulación metabólica. 

El gen EP300 codifica la proteína coactivadora transcripcional de tipo celular p300, 

que funciona como una acetiltransferasa para histonas y otras proteínas, regulando 

así la actividad transcripcional a través de la remodelación de la cromatina, y es 

importante en los procesos de proliferación y diferenciación celular (297). Esta 

proteína es un promotor de la glucólisis y su inhibición conduce a la reducción del 

metabolismo de la glucosa (298,299). Está implicada en el mantenimiento de la 

producción de glucosa hepática (300), en la señalización posterior del glucagón y la 

insulina y participa en la regulación de la homeostasis energética en los principales 

órganos metabólicos (297,301,302). Por lo tanto, tiene un papel crucial en el 

mantenimiento de los niveles de glucosa en sangre tanto en ayunas como en estados 

posprandiales, mediante la regulación de la glucólisis, la gluconeogénesis y la síntesis 

de glucógeno (299,300,303). Además, p300 tiene un papel importante en el 

mantenimiento de la función de las células β pancreáticas al modular la actividad del 

promotor del gen de la insulina a través de la hiperacetilación de la histona H4 (304). 

Esta proteína se ha asociado con la interrupción de la señalización de insulina en la 

obesidad (305). Por lo tanto, se ha propuesto que p300 podría ser un factor principal 

que conduce al desarrollo de hiperglucemia, niveles de insulina alterados y 

resistencia a esta hormona (297,305), alteraciones que ocurren con frecuencia en 

personas tratadas con APs de segunda generación (306–308). Curiosamente, otro 

estudio reveló que algunas variantes genéticas asociadas a la diabetes tipo 2 

identificadas en estudios GWAS estaban ubicadas en lugares de unión a proteínas, 

incluidos los de p300 (309). Estudios previos revelaron que EP300 y su parálogo 

CREBBP, gen que codifica la proteína de unión a CREB, eran los genes más 

conectados en las redes de interacción asociadas con la diabetes de tipo 2 (310,311). 

Al regular la expresión génica, p300 también participa en la regulación de la 

homeostasis lipídica y la adipogénesis. Por lo tanto, la actividad de p300 podría 

incrementar la síntesis de triglicéridos y alterar la exportación de lípidos, lo que 

aumentaría el peso y la grasa corporal (297,312). Los APs se asocian con un mayor 

riesgo de estas alteraciones metabólicas, ya que los pacientes en tratamiento con 
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estos fármacos presentan con frecuencia dislipidemia, principalmente debido a una 

elevación de los niveles de triglicéridos, así como aumentos de peso corporal y 

obesidad abdominal (313–315). 

En nuestro estudio analizamos la asociación de los niveles de expresión génica de 

EP300, predichos a partir de la información genética, con diferentes rasgos 

antropométricos y con las alteraciones metabólicas en una cohorte longitudinal de 

pacientes con un PEP tratados con APs. La expresión génica es un fenotipo 

intermedio entre la variabilidad genética y la manifestación de la enfermedad. La 

mayoría de las variantes genéticas asociadas a enfermedades se encuentran en 

regiones no codificantes, lo que sugiere que estas variantes pueden ejercer sus 

efectos al modular la expresión génica (316). En este escenario, se ha desarrollado 

un nuevo enfoque prometedor que permite la predicción de la expresión génica 

basada en datos genéticos. La expresión génica imputada se puede usar en lugar de 

los genotipos para evaluar el efecto de los genes en un fenotipo determinado (285). 

Esta estrategia se ha utilizado previamente para identificar genes candidatos 

asociados con la esquizofrenia (317), el trastorno por déficit de atención con 

hiperactividad y otros trastornos complejos (318–320). Nosotros encontramos que 

los niveles de expresión predichos de EP300 en diferentes tejidos relacionados con 

el metabolismo de pacientes con un PEP tratados con APs se asociaron 

significativamente con aumentos en el peso corporal, el índice de masa corporal, los 

niveles de colesterol total y LDL, y las concentraciones de triglicéridos tras 6 meses 

de seguimiento. Aunque se han descrito alteraciones metabólicas en pacientes con 

esquizofrenia incluso en ausencia de tratamiento con APs, no encontramos 

asociación entre los niveles de expresión de EP300 predichos genéticamente y el 

estado metabólico de los pacientes con un PEP a nivel basal, lo que sugiere que este 

gen podría estar relacionado con los efectos de los APs en lugar de ser un factor de 

riesgo para la desregulación metabólica asociada con la enfermedad. Por lo tanto, 

las características genéticas afectarían a los niveles de expresión de EP300, lo que a 

su vez podría hacer que los pacientes fueran más susceptibles a los efectos que 

ejercen los APs sobre este gen. Los resultados obtenidos en la cohorte de pacientes 
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respaldan los obtenidos en ratones e indican una fuerte influencia de EP300 en el 

deterioro metabólico inducido por APs.  

Estudios previos han descrito que variantes comunes y raras de EP300 están 

asociadas con el riesgo de esquizofrenia (84,321). Sin embargo, hasta donde 

sabemos, esta es la primera vez que este gen se ha asociado con el tratamiento con 

APs. El principal mecanismo de acción utilizado para explicar las alteraciones 

metabólicas inducidas por APs es el bloqueo de los receptores D2, H1 y 5-HT2C, lo que 

conduce a un aumento en la ingesta de alimentos y acaba desencadenando 

alteraciones metabólicas (159,322). Sin embargo, se espera que un mecanismo más 

complicado explique estos efectos. Recientemente, Chen y cols. propusieron un 

mecanismo molecular de la hiperfagia y la obesidad inducidas por la olanzapina que 

podría estar de acuerdo con nuestros resultados. Concretamente, plantearon que el 

efecto antagónico de la olanzapina en el receptor H1 activa la señalización posterior 

de GHSR1a (receptor de grelina) en las neuronas hipotalámicas, que incluye la 

señalización de AMPK- FOXO1-pCREB, en la cual p300 está involucrada. Esta acción 

aumenta la expresión del neuropéptido Y, lo que provoca una ingesta excesiva de 

alimentos y un aumento de peso (323). Nuestros resultados sugirieron que la 

regulación de EP300 por APs en otros tejidos también podría contribuir a la aparición 

de alteraciones metabólicas. Se necesitan más estudios para dilucidar el efecto 

pleiotrópico de EP300 en la esquizofrenia y para desentrañar el papel específico de 

este gen en el mecanismo de acción de los APs y, en consecuencia, en la 

desregulación metabólica inducida por estos fármacos. 

En conclusión, proponemos que la desregulación del funcionamiento de EP300 

estaría involucrada en la aparición de alteraciones metabólicas inducidas por APs y 

que los genes implicados en su red de interacción podrían considerarse posibles 

genes candidatos para futuros estudios farmacogenéticos sobre este efecto adverso. 
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5.2. Eficacia de los antipsicóticos: efecto del JNJ-46356479 en el 

tratamiento de síntomas negativos y cognitivos de la 

esquizofrenia (Estudios 2, 3 y 4) 
 

En esta última década, se ha llevado a cabo el desarrollo de MAPs de los receptores 

mGlu para tratar trastornos neuropsiquiátricos como la esquizofrenia y, en 

particular, sus síntomas negativos y cognitivos. En nuestros estudios utilizamos una 

molécula recientemente desarrollada por Janssen, el JNJ-46356479, un nuevo MAP 

de los receptores mGlu2, con un perfil farmacocinético más equilibrado y atributos 

mejorados, como una menor eliminación y una mayor biodisponibilidad en roedores, 

que los fármacos desarrollados previamente (324). En concreto, en el estudio 2 

evaluamos in vitro la actividad neuroprotectora de este fármaco. Mientras que en 

los estudios 3 y 4 analizamos in vivo, en ratones adultos, el efecto del tratamiento 

con JNJ administrado en diferentes períodos, a nivel cognitivo-conductual e 

histológico-molecular en un modelo animal de esquizofrenia generado mediante la 

administración de ketamina postnatal. 

Los resultados del estudio 2 aportan evidencia de la seguridad farmacológica del JNJ 

en cultivos celulares de neuroblastoma expuestos a concentraciones crecientes de 

esta molécula, así como de su potencial efecto neuroprotector frente a la apoptosis 

y muerte celular inducida por la exposición a dopamina y glutamato. Además, el 

tratamiento con JNJ mostró mayor seguridad y efecto neuroprotector que la 

administración de clozapina. 

En el presente estudio, el tratamiento con JNJ, a diferentes concentraciones y 

tiempos de exposición no afectó a la viabilidad celular. Además, este tratamiento 

farmacológico no indujo apoptosis en los cultivos celulares, ya que la actividad de la 

caspasa-3 y la externalización de la fosfatidilserina no se vieron afectadas. Estos 

resultados indican que el JNJ no es neurotóxico y podría tener una buena 

tolerabilidad en la práctica clínica, como se observó anteriormente con otra 

molécula previa (JNJ-40411813) (325). En comparación con clozapina, la seguridad 

del JNJ pareció ser superior ya que el tratamiento con clozapina sí que provocó 

disminuciones en la viabilidad celular y aumentos en la actividad de la caspasa-3 de 
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forma dosis dependiente. De manera similar, en otros estudios se han reportado 

efectos citotóxicos de la clozapina, mostrando evidencia de que el tratamiento con 

este fármaco produce disminuciones en la viabilidad de diferentes tipos celulares, 

incluido el neuroblastoma humano (326,327). Por su parte, Lundeberg y cols. 

también detectaron actividad citotóxica cuando cultivos primarios de células madre 

de ratón se expusieron a concentraciones mayores a ≥ 500 nM de clozapina (328). 

Además, Park y cols. también mostraron dicha actividad neurotóxica al exponer 

cultivos primarios de neuronas de rata a concentraciones de clozapina superiores 

a ≥ 10 μM, lo que se asoció con un aumento de la apoptosis y la autofagia (329). Sin 

embargo, existe mucha evidencia de los efectos neuroprotectores de los APs de 

segunda generación (330,331). De hecho, Lundberg y cols. también mostraron que 

la clozapina puede tener un efecto protector antiapoptótico en las células madre 

neuronales cuando se utiliza en concentraciones más bajas (10 nM), lo que respalda 

sus observaciones previas in vivo que indican que la clozapina promueve la 

neurogénesis (328). Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Takaki y cols. 

que revelaron un aumento en el número de espinas dendríticas en cultivos de 

neuronas corticales de rata tratadas con clozapina a 1 μM, y una disminución de su 

número cuando se trataron con una concentración inapropiada de clozapina (10 μM) 

(332). Del mismo modo, la clozapina a 1 μM también aumentó la densidad de espinas 

dendríticas en neuronas del hipocampo de rata (333). Esto indica que la selección de 

dosis apropiadas de AP puede ser importante para la protección de las espinas 

dendríticas en pacientes con esquizofrenia. Nuestros resultados están en línea con 

este hallazgo, ya que las concentraciones bajas de clozapina no afectaron de forma 

relevante a la viabilidad, la apoptosis o la muerte celular en el cultivo de 

neuroblastomas, mientras que las concentraciones altas de este fármaco fueron 

tóxicas e indujeron la muerte celular. No obstante, el JNJ no produjo daño celular ni 

incluso al ser utilizado en altas concentraciones. 

Es importante tener en cuenta que la mayoría de la evidencia de los efectos 

neuroprotectores de los APs se ha observado cuando los cultivos celulares se 

expusieron previamente a diferentes tipos de daño o estrés celular (327,331,334). 

En el estudio 2, indujimos la apoptosis y la muerte celular con altas concentraciones 
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de dopamina y glutamato, como ya se había reportado en otros estudios con líneas 

celulares de neuroblastoma (331,335–337). La dopamina y el glutamato son 

neurotransmisores esenciales, pero una concentración extracelular excesiva puede 

inducir daño y degeneración neuronal, lo que está implicado en la fisiopatología de 

la esquizofrenia. Dicha neurotoxicidad podría estar mediada por diferentes 

mecanismos, incluido el estrés oxidativo, el daño mitocondrial y la apoptosis celular 

(335,337), que podrían bloquearse por diferentes vías en los tratamientos con 

clozapina o JNJ. En nuestro estudio, el tratamiento con JNJ mostró un potencial 

efecto neuroprotector, ya que redujo la activación de caspasa-3 inducida por altas 

concentraciones de dopamina. Sin embargo, observamos en el análisis con anexina V 

mediante citometría de flujo una cierta potenciación de la muerte celular inducida 

por dopamina cuando los cultivos fueron tratados con JNJ, probablemente debido a 

procesos de necrosis celular (331). Nuevamente, en comparación con el JNJ, la 

clozapina mostró efectos citotóxicos más potentes, ya que indujo un mayor aumento 

de la toxicidad de la dopamina, disminuyendo la viabilidad celular, incrementado la 

actividad de caspasa-3 y aumentando la muerte celular según el análisis citométrico. 

Estas diferencias podrían deberse a la capacidad del JNJ para prevenir la activación 

de caspasa-3 inducida por la dopamina. En la misma línea, al inducir la apoptosis 

mediante la exposición a glutamato, el tratamiento con JNJ mostró un efecto 

neuroprotector, disminuyendo la activación de caspasa-3 en paralelo con un 

aumento de la viabilidad celular y una reducción de la muerte celular. Una vez más, 

la clozapina mostró mayor neurotoxicidad que JNJ potenciando tanto la disminución 

de la viabilidad celular como el aumento de la muerte celular inducida por 

glutamato. La neuroprotección observada con la molécula JNJ estaría en 

concordancia con estudios previos en cultivos con la línea celular SH-SY5Y, 

subclonada de la utilizada en nuestro estudio, mantenida sin diferenciar que 

demostraron los efectos neuroprotectores de LY354740, un agonista de los 

receptores mGlu2 a 10 μM frente a la neurotoxina mitocondrial 1-metil-4-fenilpiridino 

(MPP+) (338) y la estaurosporina (339), como inductores de muerte celular. 

En este estudio, seleccionamos un rango de concentraciones de clozapina 

frecuentemente utilizadas en la literatura en estudios in vitro previos 
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(326,329,340,341). Para facilitar la comparativa, se utilizaron las mismas 

concentraciones de JNJ. En estudios in vitro que se llevaron a cabo en líneas celulares 

recombinantes se utilizaron un rango de concentraciones entre 0,01 μM y 10 μM del 

JNJ-40411813 (342), un MAP del receptor mGlu2. Esta molécula desarrollada 

previamente se utilizó en estudios clínicos de fase 2 para el tratamiento de la 

esquizofrenia, en los que se utilizaron concentraciones máximas de 

150 mg/día (343), lo que corresponde a dosis clínicas bajas de clozapina. Aun así, el 

tratamiento con JNJ parece ser menos neurotóxico y más neuroprotector que las 

mismas dosis, o incluso más bajas, de clozapina. 

Una de las teorías fisiopatológicas de la esquizofrenia y su sintomatología negativa y 

cognitiva es la existencia de una mayor poda sináptica durante etapas cruciales del 

desarrollo cerebral, como la adolescencia, que podría deberse a una mayor 

apoptosis neuronal resultante de una excesiva neurotransmisión glutamatérgica 

(59,344). El exceso de glutamato desencadenaría neurotoxicidad, apoptosis y poda 

sináptica por activación local de caspasa-3, lo que conduciría a la pérdida de 

densidad de las espinas dendríticas en áreas críticas del cerebro (59,61). Estos 

resultados están en concordancia con resultados previos de nuestro grupo que 

evidencian el importante papel de la apoptosis en pacientes con un PEP sin 

tratamiento previo con APs (198,345,346). En base a nuestros resultados el 

tratamiento con JNJ durante las primeras etapas podría actuar reduciendo la 

apoptosis excesiva en este período crítico del desarrollo neurológico, lo que podría 

ayudar a prevenir la poda sináptica nociva y, por lo tanto, mitigar los síntomas 

relacionados con la esquizofrenia.  

En los estudios 3 y 4 se evaluó en ratones adultos el efecto del tratamiento precoz y 

en la adultez con JNJ a nivel cognitivo conductual e histológico-molecular en un 

modelo animal de esquizofrenia utilizando ketamina postnatal.  

Para estos estudios se escogió un modelo animal que permitiese reproducir los 

síntomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia, así como algunas de las 

alteraciones neuropatológicas del trastorno. Por ello, se utilizó un modelo basado en 

la administración de antagonistas de los receptores NMDA, como la ketamina. 

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en el comportamiento y la 



A. Martínez-Pinteño • Modelos experimentales aplicados al estudio de la eficacia y la seguridad de los APs 

 

186 

funcionalidad neuronal en estos animales en función de la edad de exposición a 

ketamina (255,256) y, en base a que la esquizofrenia puede ser una consecuencia de 

los daños producidos durante el desarrollo cerebral (57), se utilizó un modelo 

previamente descrito en que los animales se exponían a ketamina en los días 7, 9 y 

11 posteriores al nacimiento (257,347). A diferencia de otros modelos similares en 

que la ketamina se administra en días posteriores, este modelo parece inducir 

cambios persistentes en las neuronas de distintas áreas cerebrales y producir 

síntomas similares a la esquizofrenia en la edad adulta (348).  

En nuestro estudio, los resultados obtenidos no mostraron diferencias en el 

comportamiento motor del animal adulto entre los ratones expuestos a ketamina y 

el grupo control, cuando se evaluó la batería de pruebas motoras y el test del 

rotarod. Sin embargo, se observaron ciertas discrepancias en el test de campo 

abierto. Mientras que en el estudio 3 los ratones expuestos a ketamina presentaron 

una reducción significativa de la actividad locomotora y el comportamiento 

exploratorio medidas según la distancia total recorrida, la velocidad media de la 

marcha y el número de veces que se levantaron sobre sus patas traseras, en el 

estudio 4 no se observaron estas diferencias. Estudios previos han reportado 

también cierta variabilidad en este comportamiento describiendo tanto reducciones 

como aumentos en la actividad locomotora (349,350). Una de las causas de esta 

disparidad en los resultados es la cantidad de protocolos diferentes que se siguen y 

el aparato utilizado, que presentan tamaños y condiciones diferentes. No obstante, 

en la bibliografía la mayoría de resultados observan que a largo plazo no se detectan 

efectos de la administración postnatal de antagonistas de NMDA en la actividad 

locomotora (257,351,352) como los resultados expuestos en el estudio 4. 

Por otro lado, la administración postnatal de ketamina sí que indujo déficits 

cognitivos y conductuales que permanecieron en el animal adulto. A nivel cognitivo, 

en la prueba del laberinto en Y, los ratones expuestos a ketamina mostraron una 

pérdida de la alternancia espontanea, lo que indica una alteración en la memoria de 

trabajo espacial. Estos resultados concuerdan con estudios previos que demuestran 

que la ketamina altera el rendimiento de la memoria en roedores en esta prueba 

(353,354). Además, los ratones expuestos a ketamina mostraron un desempeño 
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alterado en la tarea de reconocimiento de objeto nuevo, con una disminución de la 

preferencia significativa en la exploración del objeto desconocido, indicativo de un 

déficit en la memoria de reconocimiento. Estos resultados concuerdan con los 

presentados previamente por Jeevakumar y cols. en el mismo modelo animal (257). 

Para valorar los síntomas negativos se utilizaron pruebas que evalúan la interacción 

social de los ratones. Los resultados obtenidos en la prueba de las tres cámaras 

indican que la exposición postnatal a ketamina alteró la motivación social en ratones 

adultos ya que, a diferencia de lo observado en el grupo control estos dedicaron un 

tiempo similar a olfatear el objeto y el ratón. Además, estos ratones tampoco 

mostraron preferencia por la novedad social ya que estuvieron un tiempo similar 

olfateando un ratón familiar y un ratón desconocido. Estos resultados coinciden con 

los del estudio de Moy y cols. en que se observa una fuerte interrupción de la 

sociabilidad en ratones C57BL/6J en la prueba de las tres cámaras tras la 

administración de MK-801 (355). En cuanto a la prueba de memoria social de las 

cinco exposiciones, los animales expuestos a ketamina mostraron un tiempo de 

interacción similar durante las cinco exposiciones, con independencia de si los 

ratones eran familiares o no. Además, este tiempo fue significativamente más bajo 

que el observado en los ratones control, lo que sugiere una baja actividad social y un 

déficit de memoria social. Jeevakumar y cols. describieron resultados similares, 

utilizando el mismo modelo de administración postnatal de ketamina, que mostró 

déficit en el interés por la novedad social en ratones adultos (257). 

También se evaluó el efecto de la exposición a ketamina en la consolidación y 

extinción del miedo condicionado, pero en nuestros experimentos no se observaron 

diferencias entre los grupos de tratamiento. Las alteraciones en estas pruebas 

conductuales se han relacionado con los síntomas negativos y cognitivos de la 

esquizofrenia, ya que los pacientes a menudo presentan déficits en el aprendizaje 

asociativo y el procesamiento motivacional, en particular mostrando una 

incapacidad para procesar adecuadamente el miedo (356,357). Sin embargo, hay 

discrepancias entre los estudios y, como en el nuestro, otros autores tampoco 

reportaron un efecto significativo de la ketamina en el condicionamiento del miedo 

al contexto (358,359). 
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En conjunto, estos resultados sugieren que la administración postnatal de ketamina 

conduce a déficits sociales y de memoria que persisten en la edad adulta, lo que 

podría ser útil como indicador de síntomas negativos y cognitivos similares a los de 

la esquizofrenia. El hecho de replicar estas alteraciones aumenta la validez de este 

modelo animal particular para la investigación preclínica del trastorno. 

A nivel histológico-molecular, en los ratones expuestos a ketamina observamos una 

reducción en la expresión de PV en la CPF, corroborando los hallazgos previos 

reportados por Jeevakumar y Kroener en el mismo modelo de ratón. Además, 

observamos, por primera vez, en estos ratones una reducción en la densidad de 

interneuronas PV+ en el hipocampo, particularmente en el GD. Pese a observar en 

el grupo expuesto a ketamina una disminución en la densidad de neuronas PV+ en 

la región CA1, estas diferencias no fueron significativas. La formación hipocampal 

comprende un grupo de regiones corticales, incluido el GD y el hipocampo 

propiamente dicho (CA1 - CA2 - CA3) y juega un papel importante en el aprendizaje 

y la memoria. Estudios previos han descrito reducciones en PV en la región CA1 del 

hipocampo en ratones expuestos a ketamina durante la adolescencia (360,361). 

Además, en ratones expuestos a ketamina en la edad adulta, bajo un régimen de 

tratamiento crónico, se reportaron disminuciones de neuronas PV+ en la CPF y el 

hipocampo dorsal (362). Otros estudios con MK-801 también han mostrado 

reducciones en la densidad de interneuronas PV+ en estas áreas (248,249). 

Curiosamente, junto a esta reducción de interneuronas PV+, también observamos 

un aumento significativo en los niveles de c-Fos, un marcador indirecto de actividad 

neuronal (363), en el GD de ratones expuestos a ketamina. Cabe señalar que existen 

discrepancias en la expresión de c-Fos detectadas previamente bajo diferentes 

condiciones. Aunque Hauser y cols. encontraron una reducción significativa de este 

marcador en CA1 en un modelo de ratón expuesto a ketamina (362), otros estudios 

como el de Nishizawa y cols., describieron aumentos en la expresión de c-Fos tras la 

administración de ketamina (364), lo que es consistente con nuestros resultados y 

los reportados en modelos murinos utilizando otros antagonistas de NMDA como la 

fenciclidina (365,366). Este aumento de actividad neuronal parece estar relacionado 
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con una falta de control inhibitorio como resultado de la reducción de interneuronas 

GABAérgicas PV+. 

Al tratar los animales con JNJ, en general no se observaron diferencias en la 

evaluación de la batería de pruebas motoras. Sin embargo, en nuestros resultados 

hemos observado pequeñas discrepancias en el test del rotarod donde en el 

estudio 3 no se mostraron diferencias, pero en el estudio 4 se evidenció una latencia 

de caída menor. Además, mientras en el estudio 3 se reportó una reducción 

significativa de los ratones tratados con JNJ, en el estudio 4 esta reducción no llegó 

a ser significativa, solamente se mostró una tendencia a la baja en el grupo 

vehículo + JNJ, en las variables: distancia total recorrida, velocidad media de la 

marcha y veces que se levantaron sobre sus patas traseras. El tratamiento con 

clozapina no afectó ni a la función ni a la coordinación motora evaluadas con la 

batería de pruebas motoras, el test rotarod y el test de campo abierto, mostrando 

en todos ellos unos valores similares al grupo control. No obstante, en estudios 

previos se ha observado que la clozapina puede disminuir el comportamiento 

exploratorio espontáneo en ratones (352). En cuanto a los posibles efectos 

secundarios del tratamiento farmacológico, es importante señalar que JNJ puede 

desencadenar cierto comportamiento relacionado con la ansiedad ya que los ratones 

pasan menos tiempo en el centro del aparato del test de campo abierto (367). Aun 

así, se requieren más estudios para evaluar la seguridad de este MAP de los receptores 

mGlu2. 

Algunas de las alteraciones observadas en el modelo de ratones expuestos a 

ketamina postnatal se atenuaron con el tratamiento con JNJ tanto en la adolescencia 

como en la adultez, siendo el efecto del JNJ mayor que el observado en el 

tratamiento con clozapina. A nivel cognitivo, en la prueba del laberinto en Y, los 

ratones expuestos a ketamina y tratados con JNJ o clozapina mostraron una 

alternancia espontánea normal a diferencia de los que habían sido expuestos a 

ketamina. En la tarea de reconocimiento de objeto nuevo, el tratamiento con JNJ 

también mitigó los déficits de los ratones expuestos a ketamina, ya que estos 

animales recuperaron la preferencia por explorar más tiempo el objeto nuevo. Por 

otro lado, la administración de clozapina en los ratones expuestos a ketamina no fue 
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capaz de recuperar la preferencia significativa por la interacción con el objeto nuevo. 

Esto sugiere que el fármaco podría ser eficaz en la mejora de ciertos déficits 

cognitivos en pacientes psicóticos en mayor medida que la clozapina. 

En cuanto al efecto del tratamiento sobre las alteraciones relacionadas con los 

síntomas negativos, los ratones expuestos a ketamina y tratados con JNJ 

recuperaron la preferencia por la novedad social en la prueba de las tres cámaras 

dedicando más tiempo a la interacción con el ratón desconocido que con el familiar 

de forma similar a lo observado en el grupo control. Nuevamente, la administración 

de clozapina en el grupo de ratones expuestos a ketamina no recuperó la preferencia 

significativa por la interacción con el ratón desconocido. Además, en la prueba de 

memoria social de las cinco exposiciones, los ratones expuestos a ketamina y 

tratados con JNJ recuperaron la habituación (tiempo de interacción reducido) 

después de cuatro exposiciones con el mismo ratón y una deshabituación (tiempo 

de interacción aumentado) en la quinta exposición con el ratón desconocido, lo que 

indica la normalización de la sociabilidad y la memoria social. En cuanto a la 

clozapina, pese a pasar menos tiempo investigando a los ratones, también se 

observó una recuperación del interés por el ratón nuevo después de la 

deshabituación. En la misma línea, otros estudios han demostrado que la 

estimulación del receptor mGlu2/3 en ratones expuestos a fenciclidina atenuaron las 

alteraciones o recuperaron la discriminación de la novedad social alterada en el 

modelo (368). 

Por lo tanto, el tratamiento farmacológico con JNJ puede ser efectivo para controlar 

tanto los déficits cognitivos como los síntomas negativos de los pacientes con 

esquizofrenia. Sin embargo, a diferencia del JNJ el tratamiento precoz con clozapina, 

evaluado por primera vez en este estudio, no mejoró los déficits cognitivos 

observados en estos animales. Estos resultados están en línea con los resultados 

obtenidos en un modelo de esquizofrenia generado mediante aislamiento social y 

expuestos a fenciclidina en el que el tratamiento con clozapina normalizó las 

deficiencias sociales, pero no los déficits cognitivos (369). En los pacientes, aunque 

no hay efectos beneficiosos claros del tratamiento con clozapina en el rendimiento 

cognitivo (370), este es el único fármaco que está indicado para tratar la 
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esquizofrenia refractaria, debido a su superior eficacia, lo que también resulta en 

una mayor mejoría de los síntomas negativos (371,372). Sin embargo, también se ha 

demostrado que el tratamiento con clozapina mejora las alteraciones de la memoria 

emocional inducidas por fenciclidina en ratones, lo que sugiere su capacidad para 

modular la disfunción glutamatérgica de la memoria (373). La supuesta eficacia de la 

clozapina en los síntomas negativos y cognitivos de la esquizofrenia podría deberse 

a su ligera activación del receptor NMDA. Curiosamente, una terapia combinando 

clozapina con pirroloquinonina quinona, un poderoso neuroprotector que se une 

específicamente a los receptores NMDA, puede mejorar las alteraciones del 

comportamiento inducidas por MK-801, incluido el deterioro cognitivo (374). 

En cuanto al análisis histológico-molecular, los resultados de nuestro estudio 

muestran, por primera vez, que el tratamiento farmacológico con un MAP de los 

receptores mGlu2 atenúa las alteraciones neuropatológicas producidas por la 

administración de ketamina postnatal. Así, los ratones expuestos a ketamina y 

tratados con JNJ mostraron una densidad de interneuronas PV+ y unos patrones de 

actividad de c-Fos en la CPF y el hipocampo, similares a los obtenidos en los ratones 

del grupo control. Estos déficits neuropatológicos pueden ser responsables de los 

déficits en la memoria de trabajo y en el comportamiento social observado en estos 

ratones. Una reducción en las interneuronas GABAérgicas PV+ podría conducir a una 

disminución del control inhibitorio de las neuronas en la CPF e hipocampo y, en 

consecuencia, afectar a los procesos cognitivos y sociales regulados por estas áreas 

cerebrales. Se ha informado que la alteración de la función de las interneuronas PV+ 

en la CPF producen déficits en el dominio cognitivo (375), anulan la exploración social 

e interrumpen las preferencias sociales (376). Curiosamente, la activación selectiva 

de estas interneuronas en el GD también parece ser fundamental para regular la 

interacción social (377). En base a nuestros resultados, un mecanismo de acción que 

explicaría las mejoras observadas con la administración del JNJ sería la disminución 

de la liberación presináptica de glutamato en neuronas excitatorias, revirtiendo el 

estado hiperglutamatérgico inducido por ketamina y las alteraciones 

neuropatológicas. De manera similar, recientemente se mostró que la clozapina y la 

lurasidona pueden prevenir una reducción de PV en el hipocampo (378,379). En 
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consecuencia, la modulación del sistema GABAérgico del hipocampo se ha 

propuesto como un mecanismo clave de estos antipsicóticos atípicos para mejorar 

los síntomas cognitivos y negativos de la esquizofrenia.  

Nuestros resultados respaldan la potencial eficacia del JNJ por sus efectos 

neuroprotectores para contrarrestar los efectos cognitivos y negativos de la 

esquizofrenia, tanto en el tratamiento adulto como en etapas prodrómicas. Hasta la 

fecha los ensayos clínicos realizados con otros MAPs que habían presentado 

prometedores resultados en ensayos preclínicos (133), han arrojado resultados 

negativos y no han alcanzado ensayos de fase 3 (342,380,381). Esto podría deberse 

a que en realidad han fallado en el período de tratamiento de la esquizofrenia 

establecida. Nuestro estudio muestra por primera vez que el tratamiento 

farmacológico en etapas prodrómicas podría ser efectivo en nuestro modelo animal 

para el estudio de la esquizofrenia. Además, se ha reportado que el tratamiento en 

ratas en edad juvenil con LY379268, un agonista de los receptores mGlu2/3, restaura 

la pérdida de las espinas dendríticas y los déficits de aprendizaje y memoria 

observados en un modelo animal de neurodesarrollo para el estudio de la 

esquizofrenia administrando metilazoximetanol (382). Curiosamente, el tratamiento 

temprano con un MAP de los receptores mGlu5 en un modelo animal neonatal 

expuesto a antagonistas de los receptores NMDA también parece revertir la 

progresión del desarrollo neurológico de algunos comportamientos similares a la 

esquizofrenia, que no se observaron cuando el fármaco se administró en 

adultos (359,383). Además, otros tratamientos experimentales administrados 

durante el desarrollo en modelos animales de esquizofrenia han reportado 

resultados beneficiosos, incluida la mejora de la función cognitiva (384). La psicosis 

no es el inicio del trastorno, sino más bien una consecuencia destacada de las 

alteraciones del desarrollo que quizás puedan prevenirse mediante una intervención 

temprana antes de que se convierta en un estado irreversible (57). Está claro que las 

características centrales de la esquizofrenia, como la alteración de las interneuronas 

GABAérgicas PV+, ya están presentes en individuos con alto riesgo de psicosis (385). 

Los tratamientos farmacológicos tempranos que puedan ser efectivos para revertir 

estas alteraciones iniciales podrían ser la clave para prevenir o mejorar el pronóstico 
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del trastorno. Por este motivo se ha sugerido que los futuros fármacos deberían 

centrarse en el neurodesarrollo aberrante y en la progresión de la enfermedad (13). 

Una de estas aproximaciones sería reducir la tormenta glutamatérgica y el exceso de 

apoptosis dendrítica (59). En este sentido los MAPs de los receptores mGlu2, como 

el JNJ, que reduce la liberación presináptica de glutamato podría considerarse una 

de las principales estrategias farmacológicas futuras gracias a sus efectos 

neuroprotectores dada la prevención de la activación de caspasa-3 y la muerte 

celular. El uso de este tipo de moduladores de glutamato en periodos críticos como 

los prodrómicos o el período de transición a la psicosis, cuando podría haber una 

tormenta neurotóxica de glutamato (361), podría ser clave para prevenir las 

alteraciones neuropatológicas características de la esquizofrenia, así como para la 

aparición de síntomas negativos y déficits cognitivos o mejorar su control (13,59). De 

esta manera, futuros ensayos clínicos utilizando estos MAPs en pacientes en fase 

prodrómica podrían ser efectivos para retrasar el curso de la enfermedad. 

En resumen, el JNJ tiene un efecto antiapoptótico y neuroprotector y podría ser 

eficaz para la mejora de la sintomatología negativa y déficits cognitivos, con una 

eficacia superior a la clozapina. 

 

5.3. Limitaciones y puntos fuertes 
 

Para interpretar correctamente los resultados obtenidos en la presente tesis 

doctoral se deben tener en consideración las limitaciones metodológicas existentes 

en cada uno de los estudios incluidos. 

En el estudio 1 la estrategia utilizada para seleccionar los procesos biológicos que 

podrían estar relacionados con las alteraciones metabólicas inducidas por APs podría 

haberse visto afectada por un sesgo, por lo que no podemos descartar la posible 

contribución de otros genes que no se incluyeron en nuestro análisis. En segundo 

lugar, aunque las concentraciones farmacológicas se seleccionaron en base a 

estudios previos, no se controló los niveles plasmáticos del fármaco al no poder 

obtener un volumen de sangre suficiente para su determinación con las técnicas 

disponibles en nuestras instalaciones. Además, la falta de un grupo de ratones 
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tratados con un AP con bajo riesgo de desregulación metabólica implicó que no se 

pudo explorar el efecto específico de los APs de riesgo intermedio y alto. Otra 

limitación de este estudio es que como no se observaron diferencias significativas en 

los parámetros metabólicos evaluados entre los grupos de tratamiento en ratones, 

no pudimos correlacionar estas variables con los cambios en la expresión génica 

inducidos por los APs en estos animales. Esta falta de diferencias significativas puede 

deberse al diseño experimental, en el que los ratones fueron alimentados con una 

dieta estándar. No obstante, aunque una dieta alta en grasas podría imitar mejor los 

efectos clínicos de los APs en los parámetros metabólicos, que se deben en parte a 

los cambios en el perfil de ingesta de los alimentos, escogimos la dieta estándar para 

evaluar específicamente los cambios en la expresión génica inducidos por APs, sin la 

influencia de factores externos. 

El principal punto fuerte de nuestro estudio es su diseño traslacional, que incluye la 

integración de resultados transcriptómicos de diferentes tejidos de ratón que habían 

sido tratados con APs y la posterior exploración de la influencia de EP300 en una 

cohorte humana. Destacar que, a pesar de las limitaciones, pudimos analizar la 

influencia del gen clave identificado en el deterioro metabólico al evaluar el efecto 

de los niveles de expresión génica predichos en los pacientes. A pesar de que el 

tamaño de la muestra de pacientes no nos permitió un estudio de subgrupos 

estratificados por tratamiento con AP, el análisis estadístico se ajustó a diversas 

variables como sexo, edad y potencia del AP. No obstante, otros factores de 

confusión también podrían haber tenido un efecto sobre los rasgos metabólicos 

evaluados como el diagnóstico, el tratamiento concomitante o la dieta. Finalmente, 

la predicción de los niveles de expresión génica en esta población estuvo limitada 

por los modelos de predicción actualmente disponibles. En el futuro, estos modelos 

podrían incluir más variantes genéticas en base a los avances científicos. Por lo tanto, 

nuestros resultados deben interpretarse como exploratorios y requieren replicación. 

En cuanto al estudio 2, cabe señalar que trabajar con el modelo celular de 

neuroblastoma tiene sus limitaciones. Es difícil obtener resultados terapéuticamente 

significativos, debido a que los efectos inducidos por los diferentes tratamientos 

evaluados in vitro podrían variar a nivel cerebral en los pacientes con esquizofrenia. 
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Además, el uso de concentraciones de fármacos distintas a las evaluadas en nuestro 

estudio podría inducir efectos diferentes en los cultivos celulares. Por otro lado, a 

pesar de los efectos observados por el JNJ sobre la apoptosis y la viabilidad celular, 

son necesarios más estudios para esclarecer los mecanismos moleculares que 

conducen a los efectos antiapoptóticos ejercidos por el JNJ. Otra limitación de 

nuestro estudio es haber utilizado un único tipo de modelo in vitro, que además se 

encuentra en un estado indiferenciado. Sería interesante comparar nuestros 

resultados con el efecto del fármaco en otros modelos celulares. No obstante, la 

línea celular de neuroblastoma desarrollada por Biedler y cols. (386) muestra 

propiedades neuronales y es un modelo in vitro ampliamente utilizado en la 

investigación neuropsiquiátrica, incluida la esquizofrenia (207,387). Concretamente, 

se ha utilizado extensamente en ensayos de citotoxicidad, como por ejemplo en 

respuesta a neurotoxinas, privación del suero, elevada confluencia celular o cambios 

de permeabilidad de la membrana mitocondrial, lo que indica que es muy útil como 

modelo in vitro para la evaluación de la neurotoxicidad y la neuroprotección (388). 

Además, tiene la ventaja de su bajo coste, facilidad de cultivo, reproducibilidad y 

bibliografía disponible, ya que se ha utilizado ampliamente para probar los efectos 

farmacológicos, incluidos los APs (340,389,390). 

En relación a los estudios in vivo 3 y 4 una de las principales limitaciones de estos es 

el uso de un modelo animal, por su capacidad limitada para mimetizar la complejidad 

de la esquizofrenia en humanos. No obstante, las limitaciones éticas y prácticas en 

la experimentación en humanos, hacen que estos modelos sean esenciales. Sin 

embargo, la gran cantidad de modelos animales reportados dificulta el uso de 

protocolos similares que permitan generalizar los resultados. Estos modelos pueden 

diferir en el fármaco utilizado, el tratamiento realizado, las dosis administradas, 

además de en la cepa y la edad de los animales utilizados (246,347). Otra limitación 

de nuestros estudios es la falta de realización y análisis de la inmunohistoquímica en 

los ratones con tratamiento precoz. Estos datos, por un lado, nos aportarían valores 

de respuesta al tratamiento con clozapina y, por otro lado, nos permitirían comparar 

el efecto a este nivel del tratamiento con JNJ en dos periodos temporales distintos, 

lo que complementaría los resultados planteados en esta tesis. Cabe señalar que en 
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la actualidad estamos realizando estos estudios. Por último, aunque el objetivo fue 

valorar la eficacia farmacológica en el tratamiento de los síntomas negativos y el 

déficit cognitivo, para los que no existen alternativas farmacéuticas eficaces, habría 

sido interesante realizar la prueba de inhibición prepulso para valorar el posible 

efecto del JNJ sobre la sintomatología positiva (391,392) provocada por nuestro 

modelo de ketamina (393). 

Cabe señalar como fortaleza en nuestros estudios in vivo el hecho de incluir ambos 

sexos en los experimentos y evaluar su efecto en los parámetros analizados dado 

que se han reportado diferencias sexuales en varias características relacionadas con 

la esquizofrenia y en la respuesta farmacológica tanto en humanos como en 

animales (394). Además, se utilizó una proporción similar de machos y hembras, ya 

que es importante incluir una representación pareja en este tipo de investigación 

preclínica para generalizar a toda la población (395). 
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6. CONCLUSIONES 

 

1. El análisis de coexpresión génica en tejidos de ratones tratados con risperidona 

u olanzapina ha permitido identificar genes comunes relacionados con las 

alteraciones metabólicas inducidas por APs.  

 

2. El gen EP300 es clave en las alteraciones metabólicas inducidas por APs, lo que 

indica que la desregulación de la función de p300 podría ser importante en el 

desarrollo de estos efectos secundarios. 

 

3. Los niveles de expresión predichos de EP300 en pacientes con un PEP tratados 

con APs se encuentran significativamente asociados con alteraciones 

metabólicas de estos pacientes. 

 

4. EP300 y los genes implicados en su red de interacción podrían considerarse 

posibles genes candidatos para futuros estudios farmacogenéticos del 

síndrome metabólico inducido por APs. 

 

5. El fármaco JNJ-46356479 no es neurotóxico y atenúa la apoptosis, 

particularmente la activación de caspasa-3 inducida por altas concentraciones 

de dopamina y glutamato, en cultivos celulares de neuroblastoma. 

 

6. En comparación con la clozapina, el JNJ-46356479 parece ser menos 

neurotóxico y más neuroprotector en una línea celular de neuroblastoma. 

 

7. La administración de ketamina en ratón los días 7, 9 y 11 postnatales provoca 

déficits cognitivos y conductuales observados en la edad adulta. 

 

8. En el modelo animal de esquizofrenia expuesto a ketamina postnatal, el 

tratamiento en ratones adultos con JNJ-46356479 revirtió los déficits 

cognitivos y sociales observados en la prueba del laberinto en Y, la prueba de 

las tres cámaras y la prueba de la memoria social de las cinco exposiciones. 
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9. En el modelo animal de esquizofrenia expuesto a ketamina postnatal, el 

tratamiento en ratones adultos con JNJ-46356479 atenuó los cambios 

neuropatológicos, incrementando los niveles de expresión de PV en el 

hipocampo y en el GD, así como atenuando los niveles de c-Fos en las mismas 

áreas.  

 

10. En el modelo animal de esquizofrenia expuesto a ketamina postnatal, el 

tratamiento precoz durante la adolescencia de los ratones con JNJ-46356479 

mejoró los déficits cognitivos y sociales en la prueba de la tarea de 

reconocimiento de objeto nuevo, la prueba de las tres cámaras, y la prueba de 

la memoria social de las cinco exposiciones. 

 

11. En el modelo animal de esquizofrenia expuesto a ketamina postnatal, el 

tratamiento precoz durante la adolescencia de los ratones con clozapina 

mejoró los déficits observados en la prueba de la memoria social de las cinco 

exposiciones. Sin embargo, en comparación con el tratamiento con 

JNJ-46356479, la clozapina demostró ser menos eficaz. 
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