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Resumen

La teoría del neurodesarrollo en la etiolo-

gía de la esquizofrenia se considera una de

las más consistentes en este momento. Las

evidencias obtenidas de estudios epidemioló-

gicos y neuropatológicos indican que el pro-

ceso patogénico que culmina en el desarrollo

de esquizofrenia se inicia en fases tempranas

y se ha asociado con una variedad de insultos

ambientales prenatales sobre el cerebro en

desarrollo, que incluyen infecciones. Aunque

los agentes infecciosos han sido propuestos

como uno de los factores de riesgo prenatal

para la esquizofrenia no hay evidencia sobre

la asociación de un agente infeccioso especí-

fico y daño cerebral. El conocimiento de las

anormalidades estructurales, permitiría una

mejor identificación de los procesos del neu-

rodesarrollo que contribuyen al riesgo de pa-

decer esquizofrenia. Nuesta hipótesis de tra-

bajo se basa en que los fetos en alto riesgo

tendrían alteraciones a nivel celular que nos

permitiría diferenciarlos de controles. En este

trabajo se presenta una revaluación del estu-

dio ultraestructural realizado en muestras del

lóbulo temporal izquierdo en fetos en alto ries-

go de desarrollar esquizofrenia. Los resulta-

dos obtenidos son compatibles con una infec-

ción activa del sistema nervioso central por el

virus herpes simplex hominis tipo I [VHS1].

Estos resultados son la primera evidencia di-

recta de este virus en el sistema nervioso cen-

tral en fetos de madres esquizofrénicas en el

período crítico del desarrollo fetal. La impor-

tancia de este hallazgo puede tener aplicacio-

nes prácticas en la prevención de la enferme-

dad teniendo en cuenta su relación directa con

la etiología y fisiopatología de la esquizofre-

nia.
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Abstract

The neurodevelopmental theory in the ae-

tiology of schizophrenia is considered one of

the most consistent at present. Evidence from

epidemiological and neuropathological studies

indicates that the pathogenic process that cul-

minate in the development of schizophrenia
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are initiated early in life and has been asso-

ciated with a variety of prenatal environmen-

tal insults to the developing brain, including

infection. Although the infectious agents have

been proposed as one of the risk factors for

schizophrenia the data on the association of a

specific infectious agent with prenatal brain

evidence is absent. Understanding of the struc-

tural abnormalities would allow a better iden-

tification of neurodevelopmental processes

that contribute to risk for schizophrenia. We

have hypothesized that at ultra high-risk fetu-

ses would have alterations at cellular level that

would let us differentiate them to the compa-

rison subjects. A reappraisal of our ultrastruc-

tural studies carried out in samples of the left

temporal lobe of foetuses at ultra high risk of

developing schizophrenia is presented. The

findings obtained are compatible with an acti-

ve infection of the central nervous system by

herpes simplex hominis type I [HSV1] virus.

The present results are the first direct evi-

dence that demonstrate the presence of this

virus in the central nervous system of foetu-

ses from schizophrenic mothers in the critical

period of foetal development. The importan-

ce of this finding can have practical applica-

tions in the prevention of the illness keeping in

mind its direct relation to the aetiology and

physiopathology of schizophrenia.
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Introducción

La esquizofrenia se ha considerado un

trastorno del neurodesarrollo que se asocia con

una variedad de insultos ambientales prena-

tales sobre el cerebro que incluyen infeccio-

nes(1-3). Aunque los agentes infecciosos han

sido propuestos como uno de los factores de

riesgo prenatal para la esquizofrenia no hay

evidencia de la asociación de un agente in-

feccioso específico y daño cerebral en esa

etapa del neurodesarrollo(4,5). En adición a este

hecho no está claro cuando se originan las

anormalidades prenatales en pacientes con

esquizofrenia aunque la mayor cantidad de

datos orientan hacia el segundo trimestre de

embarazo. El conocimiento de ese momento

en la aparición de las anormalidades estruc-

turales nos permitiría una mejor identificación

de los procesos del neurodesarrollo que con-

tribuyen al riesgo de padecer esquizofrenia.

En las últimas décadas se ha observado en la

literatura médica un incremento en el interés

en estudios prenatales relacionados con la

etiología de la esquizofrenia(6-17), especialmen-

te en sujetos en alto riesgo de padecer la en-

fermedad(18-21). Se incluyen en este estudio los

descendientes de madres esquizofrénicas por

observarse en ellos una probabilidad mayor

de padecer esquizofrenia(22,23). Hemos consi-

derado la hipótesis de que los cerebros de fe-

tos de madres esquizofrénicas tendrían alte-

raciones a nivel celular que nos permitiría di-

ferenciarlos de controles sanos. Desafortu-

nadamente el cerebro humano no está ex-

puesto a una observación directa en esa eta-

pa de la vida. Solamente una circunstancia

eventual como es la interrupción de un emba-

razo por razones médicas nos permitiría ob-

servar posibles alteraciones a nivel celular. La

magnitud de los resultados obtenidos depen-

de de la resolución de la técnica que se utili-

ce. En nuestros estudios de microscopía elec-

trónica del cerebro de fetos de madres esqui-

zofrénicas cuyos embarazos fueron interrum-

pidos por rezones médicas tuvimos la oportu-

nidad de observar a nivel celular las posibles

alteraciones que habíamos planteado en for-
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ma hipotética que incluía una posible infec-

ción viral(24,25). Nuestra observación de partí-

culas virales dentro del núcleo de las neuro-

nas, identificadas por inmuno-electromicros-

copía pertenecientes al virus herpes simplex

hominis tipo 1, es la primera evidencia directa

de este virus en el cerebro de fetos de ma-

dres esquizofrénicas y relaciona este resulta-

do con la etiología de la enfermedad(26,27). El

hallazgo en el lóbulo temporal, que es la re-

gión del sistema nervioso afectada por este

virus en observaciones clínicas, constituye a

su vez la región del cerebro afectada en la

esquizofrenia. Estudios postnatales con otros

diseños de investigación confirman la relación

de este virus con el lóbulo temporal y con la

enfermedad(28-30).

Material y método

Previo consentimiento informado escrito

por los familiares o representantes legales y

los pacientes, cuando su condición clínica les

permitió hacerlo, se obtuvo una muestra del

cerebro correspondiente a la punta del lóbulo

temporal izquierdo, de cinco fetos abortados
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por indicaciones médicas de madres esquizo-

frénicas y tres fetos de madres sin antece-

dentes de enfermedad psiquiátrica o neuroló-

gica. Los diagnósticos en las madres esquizo-

frénicas fueron: esquizofrenia hebefrénica, 1

caso, esquizofrenia paranoide, 3 casos [Cri-

terio diagnóstico DSM-IV](31). En una de las

madres esquizofrénicas se estudiaron 2 fetos

gemelos monocigóticos, monocoriónicos y

biamnióticos. En los casos de madres esqui-

zofrénicas se constató fuertes antecedentes

familiar de la enfermedad. En el esquema 1

se muestran los antecedentes familiares en el

estudio de los fetos gemelos monocigóticos,

en donde se aprecian además varios casos

del espectro esquizofrénico.

Una vez obtenidas las muestras, se fijaron

en glutaraldehído-paraformaldehído inmedia-

tamente durante 1 hora, siendo transportadas

al laboratorio de microscopía electrónica para

la realización de las técnicas de microscopía

electrónica: técnica general para microscopía

electrónica de transmisión e inmuno-electro-

microscopía. Lavándose en buffer fosfato

(PBS) durante 5 minutos en cada lavado.

Posteriormente se procedió al bloqueo de la

peroxidasa endógena con metanol más peróxi-

do de hidrógeno durante treinta minutos a la

temperatura ambiente. Se procedió al lavado

con varios volúmenes de PBS durante 15 mi-

nutos. Lavados con TRIS, tres volúmenes de

5 minutos cada vez. Se utilizó suero normal

de carnero diluido 1:5. Se añadió el antisuero

anti-herpes simplex hominis tipo [HSV1]

[Dako Lab] durante 24 horas, lavándose pos-

teriormente con TRIS (tres volúmenes, cinco

minutes cada uno. Se añadió DAB (diamino-

bencidina), durante 8 minutos a temperatura

ambiente, lavándose con TRIS. Se realizó la

post-fijación con tetróxido de osmio al uno por

ciento durante treinta minutes, lavándose con

buffer fosfato (3X15 minutos), etanol al 30

por ciento durante 5 minutos, al 50 por ciento

durante 5 minutos, al 70 por ciento durante 10

minutos y etanol absoluto (3X20 minutos).

Oxido de propileno (3X15 minutos): procedién-

dose a la inclusión en Epon I durante 60 mi-

nutos, Epon II durante toda la noche, termi-

nándose la inclusión definitivamente para blo-

ques con dilución del antisuero 1/10 y 1/20,

bloques controles de cada dilución, bloques de

los controles más control de los bloques con-

troles en cada dilución y técnica general.

Resultados

Los resultados obtenidos en las muestras

del cerebro de los fetos estudiados se carac-

terizaron por la presencia de partículas intranu-

cleares con morfología viral, rodeadas de un

halo claro. La mayor parte de las veces se

observaron partículas inmaduras, sin núcleo

central, sólo cápsides vacías. Fueron obser-

vadas dentro del núcleo de las neuronas sola-

mente. Las partículas maduras se observa-

ron generalmente en el citoplasma de las neu-

ronas, las que reaccionaron en forma positiva

con el antisuero anti-herpes simplex hominis

tipo I cuando se usaron las técnicas

inmunoelectromicroscópicas.También hubo

marcaje con el antisuero anti-herpes en algu-

nas de las cápsides de las partículas inmadu-

ras intranucleares (Fig.1A, 1B, 1C, 1D). Uno

de los fetos gemelares no presentó partículas

virales, al igual que los fetos controles estu-

diados.
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Discusión

Cada vez hay más evidencias que favore-

cen el comienzo prenatal de la esquizofrenia.

Estas evidencias apuntan hacia factores me-

dio ambientales intrauterinos que actúan es-

pecíficamente durante el segundo trimestre de

embarazo produciendo un daño directo del

cerebro del feto(32-34). La tecnología disponi-

ble actualmente no permite observar que su-

cede a nivel celular ya que el cerebro huma-

no no está expuesto a un análisis directo en

esa etapa de la vida. La mayor parte de las

técnicas que han acumulado evidencias de

daño cerebral prenatal han sido de poca reso-

lución y mediante métodos indirectos. Es ne-

cesaria una técnica con alta resolución que

permita obtener la información necesaria del

cerebro del feto y de los factores ambientales

que le rodean. En 1977 comenzamos una in-

vestigación directa del cerebro en la esquizo-

frenia con técnicas de microscopía electróni-

ca(35). Fueron objeto de esta investigación:

cerebros de adultos esquizofrénicos fallecidos,

animales experimentalmente inoculados con

líquido céfalo-raquídeo de pacientes esquizo-

frénicos y fetos de madres esquizofrénicas.

Los primeros resultados obtenidos orientaron

hacia una etiología viral de la enfermedad(36).

Resultados posteriores de otros autores utili-

zando otras técnicas y diseños de investiga-

ción relacionan el daño del cerebro, bien por

la acción directa del virus o indirectamente a

través del daño inmunológico. El objetivo de

nuestra investigación fue estudiar no sólo el

cerebro del feto sino también el medio am-

biente que le rodea, haciéndose un estudio del

cerebro del feto y de la placenta durante el

segundo trimestre de embarazos interrumpi-

dos por razones médicas de madres esquizo-

frénicas y normales(37). En nuestro conoci-

miento este es el primer estudio prenatal de la

ultraestructura del cerebro de fetos en alto

riesgo de padecer esquizofrenia y la primera

observación de partículas virales en las neu-

ronas del cerebro de los fetos estudiados(38).

Las partículas observadas corresponden al

virus herpes simplex hominis tipo 1 [VHS1].

Hasta donde sepamos, no existen datos que

específicamente asocien las alteraciones de

la sustancia gris del cerebro en estudios pre-

natales en sujetos con alto riesgo de padecer

esquizofrenia y evidencia del VHS1. Las in-

fecciones por el VHS1 durante el desarrollo

cerebral temprano causan daño cromosómi-

co que más tarde pueden mostrar anormali-

dades conductuales y daño cerebral. Este

pudiera ser otro mecanismo de acción de este

virus en la esquizofrenia(39-41). Estudios post-

natales han mostrado que el tamaño del efec-

to de exposición al VHS1 sobre el daño cog-

nitivo fue mayor en sujetos con esquizofrenia

comparado con sujetos sin trastornos psiquiá-

tricos(42-45). La exposición a este virus tiene

un carácter predictible de la disfunción cogni-

tiva en la esquizofrenia. Desde el punto de

vista estructural los pacientes expuestos al

VHS1 tienen disminución de la sustancia gris

en las áreas 9 de Brodmann (corteza prefron-

tal dorso lateral) y 32 (corteza cingulada an-

terior) en comparación con pacientes sin evi-

dencia serológica de exposición al VHS1.

Estas diferencias de asociación con este vi-

rus y la estructura cerebral no se ha observa-

do en sujetos normales. Estos hallazgos se

asociaron con diferencias específicas que no

fueron atribuibles a la medicación, a la croni-

cidad o al uso comórbido de sustancias. Cons-

tituyen una evidencia de la asociación de ex-

posición al VHS1 y algunos de los cambios

morfológicos que son reportados en la esqui-

zofrenia(46-49). El aumento del título de anti-

cuerpos contra el VHS1 en estos estudios de

asociación no indica en que momento especí-
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fico se produjo este aumento de anticuerpos

contra este virus. Estos estudios se realizaron

después que el diagnóstico de esquizofrenia

se había hecho. Una posible explicación de

estos hallazgos es la reactivación de una in-

fección latente, característica de la biología

del VHS1 lo que permitió distinguir entre indi-

viduos expuestos y no expuestos. Sin embar-

go, estos resultados no pueden responder la

interrogante de si los efectos cognoscitivos y

estructurales son debidos a una influencia

aguda de la propia enfermedad o el resultado

de trastornos del desarrollo del cerebro rela-

cionado con la exposición prenatal a este

agente infeccioso.

En nuestros estudios las neuronas afecta-

das se encontraron en la región del cerebro

en las que este virus produce disfunción o

muerte celular. Corresponde a la región de

interés del cerebro [RDI] de pacientes esqui-

zofrénicos. Es importante señalar que ningu-

no de los fetos estudiados presentaba signos

clínicos ni anatomo patológicos de encefalitis,

solo la presencia del virus. Las madres de

estos fetos no presentaban signos ni síntomas

de infección. Este último aspecto puede ex-

plicar la evolución lenta de la enfermedad y

su aparición en la pubertad que coincide con

los cambios hormonales y las nuevas situa-

ciones estresantes de este período de la vida

que favorecen la replicación viral(50).

Deben considerarse además diferentes

posibles mecanismos patofisiológicos a través

de los cuales la exposición materna a una in-

fección viral puede dar lugar al desarrollo pos-

terior de psicosis en su descendencia(51). Es

posible que el feto haya sido directamente in-

festado durante el embarazo. Otra posibilidad
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es que el feto sea portador del virus el cual

fue transmitido del padre o la madre a través

de las células sexuales o gametos en el mo-

mento de la fecundación (ver esquema 2). Ya

que no existen estudios de muestras para cul-

tivos de virus o DNA viral de los gametos de

padres cuya descendencia padeció esquizo-

frenia, la posibilidad de la proporción y repli-

cación del virus en ese momento es solamen-

te una hipótesis.

De lo expuesto se destaca la importancia

de determinar el momento de exposición al

virus en relación al momento de origen de la

enfermedad. Conforme a nuestros resultados

los fetos fueron expuestos en el útero al VHS1

en el segundo trimestre de embarazo y debe

considerarse por lo tanto éste el momento en

que la enfermedad se origina. Los resultados

obtenidos sugieren por lo tanto un efecto de

asociación en la exposición al virus en el pe-

ríodo prenatal en sujetos con alto riesgo de

padecer esquizofrenia y la aparición posterior

de la enfermedad. Sin embargo debe consi-

derarse la limitación de este estudio debido a

que la muestra es relativamente pequeña, no

obstante ser apropiado el efecto de asocia-

ción planteado de interacción entre factores

genéticos y ambientales con factores de alto

riesgo. Estos resultados se relacionan además

con las evidencias que favorecen la hipótesis

viral de la esquizofrenia y la teoría del neuro-

desarrollo. Esta última se considera actual-

mente la más consistente en relación a la etio-

logía de la esquizofrenia. Se fundamenta en

evidencias obtenidas de estudios epidemioló-

gicos y neuropatológicos que indican que el

proceso patogénico que culmina en el desa-

rrollo de esquizofrenia se inicia en fases tem-

pranas y se asocia con una variedad de insul-

tos ambientales prenatales sobre el cerebro

en desarrollo, que incluyen infecciones(52-54).

El segundo trimestre de embarazo es el mo-

mento específico donde se considera que ac-

túan los factores ambientales. Un virus ac-

tuando en esta primera fase del desarrollo

puede explicar las anomalías observadas en

ambas estructuras derivadas del ectodermo,

la piel y el sistema nervioso: anomalías físicas

y neurológicas menores, del dermatoglifo y del

cerebro más frecuentemente observadas en

pacientes esquizofrénicos que en la población

normal. La aparición posterior de la enferme-

dad, en la pubertad o en la adolescencia y su

evolución en crisis puede ser debida a la ac-

ción directa del VHS1 en sus ciclos repetidos

de latencia seguidos de reactivación.

Los estudios de gemelos monocigóticos en

la esquizofrenia relacionan la enfermedad con

la influencia de factores ambientales ya que

solo el 50% de los mismos padecen ambos la

enfermedad lo que condujo en 1967 a la hipó-

tesis que el fenotipo de esquizofrenia era una

expresión de la vulnerabilidad genotípica que

interactuaba con experiencias ambientales

prenatales(55). Nuestras observaciones de dis-

cordancia de infección viral en uno de los fe-

tos monocigóticos estudiados favorece no solo

el origen prenatal de la enfermedad y la etio-

logía viral, sino además la discordancia de la

enfermedad observada cerca del 50% en ge-

melos monocigóticos(56). La observación del

VHS1en nuestros estudios post-mortem de

microscopía electrónica e inmuno-electromi-

croscopía en el lóbulo temporal del cerebro

de pacientes adultos jóvenes, en animales ex-

perimentalmente inoculados con el líquido cé-

falo-raquídeo de pacientes esquizofrénicos y

en fetos de madres esquizofrénicas nos hace

considerar a este virus como el agente etioló-

gico ya que los postulados de Koch han sido

parcialmente cumplidos(57). Según Rutten(58):

"una nota particular es el alto grado de dis-

cordancia entre gemelos monocigóticos en la

esquizofrenia. Tal discordancia fenotípica en-
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tre gemelos monocigóticos es a menudo atri-

buible a factores medioambientales no com-

partidos. Aunque existe evidencia empírica

para tan importante contribución ambiental se

desconocen aún los factores ambientales es-

pecíficos de riesgo que puedan ser definitiva-

mente asociados con la etiología de la enfer-

medad. Aún es pobremente conocido el me-

canismo a través del cual estos factores am-

bientales actúan sobre la maquinaria molecu-

lar y celular en el cerebro humano y que en

ultima instancia da lugar al fenotipo psicótico

y a la patología cerebral". Nuestros hallazgos

de VHS1 en el cerebro de fetos de madres

esquizofrénicas puede ser la respuesta a esta

pregunta considerando específicamente la dis-

cordancia de infección viral encontrada en el

cerebro de los gemelos monocigóticos estu-

diados. Se trata de la primera evidencia di-

recta de partículas virales en el sistema ner-

vioso central en fetos de madres esquizofré-

nicas con alto grado de riesgo de padecer la

enfermedad en el período crítico del neurode-

sarrollo. Es la primera evidencia directa epi-

genética de una infección específica en la

enfermedad en el modelo del neurodesarro-

llo.

Es congruente con el interés actual sobre

la génesis y la epigénesis de la esquizofrenia

en relación a su origen prenatal, aunque la

mayor parte de estos estudios hacen hincapié

en la madre esquizofrénica no así en el rol del

padre en el origen de la enfermedad(59,60). En

los estudios de gemelos monocigóticos hay una

variable independiente que es el genoma un

100% común en ambos gemelos. Cuando apa-

rece una discordancia de la enfermedad en

estos gemelos una nueva variable se origina

que unido a los descubrimientos que favore-

cen los factores ambientales, hacen de esta

variable dependiente. (Ver esquema 3).
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En este caso padecer de esquizofrenia

dependería, en relación a los genes, de solo

una predisposición, y la genética en el origen

de la enfermedad no sería el factor decisivo

sino la predisposición a sufrirla. De este modo

los factores genéticos y ambientales son com-

pletamente independientes unos de otros pero

su asociación es importante. En los casos es-

porádicos de la enfermedad los factores am-

bientales jugarían un papel mucho más deci-

sivo al no existir el factor genético. El tener

una madre o un padre con esquizofrenia in-

crementa el riesgo de padecer la enfermedad

por existir la predisposición a su padecimien-

to pero si el factor ambiental no existe no hay

padecimiento de la misma como ocurre en los

estudios epidemiológicos de gemelos discor-

dantes de esquizofrenia. Este hecho sugiere

que factores genéticos e insultos ambientales

tempranos son factores independientes que

asociados favorecen la aparición de la enfer-

medad. De estos resultados se deduce que el

estudio de factores ambientales prenatales en

la esquizofrenia puede tener implicaciones

importantes para la identificación de la causa

y la prevención de este padecimiento y ofre-

ce además el potencial para complementar y

refinar los esfuerzos realizados en el proceso

explicativo etiológico del neurodesarrollo(61).

En este sentido hemos expuesto en trabajos

anteriores la importancia que puede tener el

estudio de las células del líquido amniótico

mediante técnicas virológicas e inmuno-elec-

tromicrocópicas en embarazadas a riesgo de

tener una descendencia de esquizofrenia(62).

Se considera la siguiente hipótesis de trabajo:

1) La existencia de la enfermedad en la ma-

dre o el padre. 2) La activación viral de la

enfermedad en el feto especialmente durante

segundo trimestre de embarazo. 3) La infes-

tación del cerebro del feto y de la placenta

por el virus. 4) La presencia de la infección

viral en las células libres en el líquido amnióti-

co las que presentarían alteraciones similares

a las observadas en el cerebro de los fetos

estudiados y en la placenta de madres esqui-

zofrénicas estudiadas mediante técnicas simi-

lares de microscopía electrónica. 5) De ob-

servarse las mismas alteraciones que las ob-

servadas previamente en las células del cere-

bro de los fetos y en la placenta, se propon-

dría a mujeres en riesgo de tener una descen-

dencia de esquizofrenia, previa información

de los resultados, la interrupción médica vo-

luntaria del embarazo o un tratamiento antivi-

ral temprano como medida preventiva del de-

sarrollo posterior de la enfermedad.
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