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Introduccion

1. TRASTORNO DEPRESIVO MAYOR

1.1. ASPECTOS GENERALES

El término de melancolia y las representaciones de lo que en la actualidad
conocemos como trastornos del estado del animo, se remontan a la antigua Grecia. Aunque
no fue hasta el siglo XIX cuando los conceptos modernos de la patologia adquirieron forma,

gracias a los trabajos de psiquiatras como Falret, Baillarger, Kahlbaum y Kraeplein.

La depresion mayor (major depressive disorder, MDD) es un trastorno psiquiatrico
cronico, recurrente, multifactorial y que pone en riesgo la vida del sujeto. Esta patologia se
caracteriza por una serie de sintomas fisioldgicos, psicologicos y del comportamiento,
como animo deprimido, alteraciones del suefio o apetito, pérdida del interés/placer o
disfunciones ejecutivas entre otros. El riesgo de padecer el trastorno en algin momento
durante la vida del individuo varia dependiendo del género, siendo la frecuencia el doble
en mujeres adultas (entre el 10 y el 25%), que en hombres (del 5 al 12%), lo que se
encuentra entre los datos mas homogéneos dentro de la epidemiologia de los trastornos del

estado del animo (Gonzalez Pinto et al., 2009).

La depresion mayor contribuye en la actualidad de forma importante a la carga
global de enfermedades. Afecta a 350 millones de personas en todo el mundo normalmente
en las etapas mas productivas de su vida, lo que ocasiona unos costes socioecondémicos
elevadisimos. Por ello, esta patologia se ha convertido en la primera causa de discapacidad
mundial en términos de enfermedad, lo que apoya la necesidad de reducir este trastorno

mediante terapias mas efectivas (OMS, 2012).

El diagnostico de la enfermedad, basado en un conjunto amplio de sintomas
variables, no es sencillo, y con frecuencia esta patologia se encuentra subdiagnosticada. Por
ello, en la tltima edicién del Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM-5), se han introducido varios cambios que pueden influir significativamente en su
uso para el diagndstico e investigacion en clinica. De acuerdo con el DSM-5, un paciente

es diagnosticado de depresion mayor cuando cierto niimero de sintomas se declaran durante
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mas de dos semanas, y cuando éstos perturban la funcionalidad normal, social y funcional

del individuo. Estos sintomas se dividen en cuatro grupos principales:

1.

Sintomas afectivos: son el principal distintivo de la depresion e incluyen cambios
en el animo como tristeza, pesimismo, desesperanza, y tendencia al llanto.
Sintomas cognitivos: derivan de la modulacion del animo sobre la valoracion
negativa que hace el individuo sobre ¢l mismo, su entorno o su futuro. Con respecto
a si mismo, expresa ideas de discapacidad e inutilidad, el futuro aparece pesimista
sin posibilidad de recuperacion, siendo capaz de alcanzar la desesperacion y
apareciendo ideas suicidas. Por otro lado, existe una disminucion de la atencion y
concentracion, y una subjetiva pérdida de memoria, pudiéndose apreciar
bradipsiquia.

Sintomas volitivos: el individuo muestra apatia y falta de iniciativa para la
realizacion de las tareas comunes de la vida diaria, lo que desemboca en deterioro
o abandono del trabajo, o de las actividades domésticas.

Sintomas somaticos: afectan a una diversidad de ritmos bioldgicos. Los mas
destacados son las alteraciones del suefio, como el insomnio, y del apetito, que
habitualmente se presenta disminuido. También surgen otros tipos de sintomas

como tendencia a la somatizacion (dolores de cabeza, molestias en la espalda, etc.).

Dentro de la depresion mayor, se han distinguido diferentes subtipos dependiendo

del numero total de sintomas presentes en el paciente. La clasificacion es la siguiente:

Depresion melancolica: sintomas severos y alteraciones neurovegetativas
prominentes (depresion endogena).

Depresion reactiva: sintomas moderados aparentemente en respuesta a factores
externos (depresion exdgena).

Depresion psicotica: sintomas severos asociados a psicosis (delirios y
alucinaciones).

Depresion atipica: manifestacion leve de la enfermedad caracterizada por
alteraciones del suefio y del apetito.

Distimia: depresion menos grave, pero de larga duracion, que generalmente no

remite durante dos afios 0 mas.
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Actualmente el diagnoéstico de la enfermedad es clinico y por el momento parece
seguir en esta misma direccion porque, a pesar de los grandes avances obtenidos en las
ultimas décadas en investigacion preclinica, la busqueda de biomarcadores o genes

asociados a este trastorno psiquiatrico, sigue todavia sin dar sus frutos.

1.2. ETIOLOGIA DE LA DEPRESION

El origen de este trastorno mental es desconocido, aunque se presenta como un
complejo proceso resultante de un cimulo de sefales, internas y externas, en las cuales
estan implicados componentes genéticos, epigenéticos y ambientales que acompanan al
sujeto. Esta heterogeneidad dificulta la busqueda de fenotipos patofisioldgicos o biologicos
con especificidad, heredabilidad, o asociacion y cosegregacion familiar para la enfermedad.
En consecuencia, la enfermedad no puede ser contemplada como una patologia sencilla,
pero si un sindrome heterogéneo, integrado por numerosas afecciones de causas y

patofisiologias diversas (Nestler et al, 2002).

1.2.1. FACTORES GENETICOS Y EPIGENETICOS

Estudios genéticos, algunos de ellos realizados en gemelos (Bierut et al, 1999),
sugieren una modesta heredabilidad (31-50%) del trastorno depresivo (Kendler et al, 2001;
Sullivan et al, 2000). Estos trabajos reflejan que el componente genético es moderadamente
alto, pero no el unico. De hecho, algunos estudios llevados a cabo en gemelos
monocigoticos muestran el desarrollo de la enfermedad s6lo en uno de ellos, implicando

cambios epigenéticos como moduladores del comportamiento (Petronis et al, 2003).

Debido a la clésica asociacion del trastorno con alteraciones en la actividad de los
sistemas monoaminérgicos cerebrales, los primeros estudios genéticos basados en
polimorfismos de nucleotido simple (single nucleotid polymorphisms, SNPs), revelaron
variantes genéticas las cuales alteran la expresion o la funcionalidad de genes relacionados
con estos sistemas moduladores. Entre estos SNPs destacan el C1019G en el promotor del
gen del receptor de serotonina 1A (5-HTia), en el gen del receptor de serotonina 2A (5-
HT2a) T102C y A1438G, variaciones en el gen que codifica para el transportador de

serotonina (5-HTT) SCL6AA4, en el gen de la enzima limitante de la sintesis de dopamina
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(DA) tirosina hidroxilasa (TH) Val81Met, de la enzima implicada en la sintesis de
serotonina (5-HT) triptéfano hidroxilasa-1 (TPH1) A779C y A218C, de la enzima que
degrada dopamina (DA) y/o serotonina (5-HT) catecol-o-metiltransferasa (COMT)
G1947A, o de la monoamina oxidasa (MAQO) G941T o T1077A entre otros (Levinson,
2006).

El factor neurotrofico derivado de cerebro (brain derived neurotrophic factor,
BDNF), es una de las neurotrofinas mas estudiadas y caracterizadas dentro del sistema
nervioso central (SNC) debido a su rol en plasticidad sindptica (Kossel et al, 2001; Levine
et al, 1998; Levine et al, 1995; Lohof et al, 1993), y por su implicacion en la patogénesis
de los trastornos psiquidtricos (Duman & Monteggia, 2006). Alteraciones en sus niveles y
funcionalidad se han descrito en varias enfermedades mentales como depresion,
esquizofrenia, trastorno bipolar y ansiedad (Polyakova et al, 2015). Concretamente, el SNP
Val66Met se ha asociado a estados depresivos tanto en humanos (Hajek et al, 2012; Tsai et

al, 2010), como en animales (Chen et al, 2006).

Sin embargo, los estudios gendémicos llevados a cabo hasta el momento concluyen
que los alelos de riesgo existentes no parecen estar asociados con la patologia depresiva
(Flint & Kendler, 2014). La naturaleza poligénica del trastorno combinada con el efecto de
los diferentes factores ambientales, resulta en multiples combinaciones de posibles factores
de riesgo (Mullins & Lewis, 2017). Si a esta heterogeneidad, le sumamos la moderada
heredabilidad, la baja frecuencia alélica de los SNPs asociados y la elevada prevalencia de
la enfermedad durante la vida del paciente, encontramos las posibles razones que reducen
la potencia de los andlisis y por las que los estudios genéticos no son actualmente
concluyentes (Mullins & Lewis, 2017). Estas variables exigen un aumento considerable del
tamafio de la muestra la cual deberia ser estratificada fenotipicamente para aumentar su

homogeneidad (Insel & Cuthbert, 2015).

La unioén de las técnicas moleculares y el desarrollo computacional estan ampliando
la posibilidad de identificar factores relacionados con la susceptibilidad o el desarrollo de
enfermedades complejas. De este modo, cuantos mas genes candidatos vean la luz, mejor
conoceremos la relacion gen-fenotipo y mas sabremos sobre la patofisiologia de la

depresion mayor, lo que permitird avanzar en la busqueda de nuevas dianas terapéuticas.
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1.2.2. FACTORES AMBIENTALES

Existen diversos trabajos que describen el impacto del estrés en las etapas del
desarrollo cerebral prenatal, asi como en la infancia y la pubertad. El desarrollo cerebral se
ha definido como un proceso de multiples etapas, organizado y altamente dinamico que
estd genéticamente determinado, epigenéticamente dirigido y ambientalmente influenciado
(Tau & Peterson, 2010). Estos eventos estresantes, modifican el material genético alterando
la circuiteria neuronal y confiriendo al individuo un incremento en la susceptibilidad a
desarrollar una futura enfermedad mental, confirmando el papel del ambiente como factor
de accion temprana en las enfermedades mentales (Palma-Gudiel et al, 2015; Weaver et al,

2004).

Dentro de la patologia depresiva, la infancia es una etapa especialmente sensible a
las alteraciones ambientales que incrementan el riesgo a sufrir la enfermedad (Heim et al,
2010). La programacion temprana de los sistemas neurobioldgicos que regulan las
respuestas a estrés y las emociones, actian como mediadores del riesgo a padecer el
trastorno en etapas posteriores de la vida (Heim & Binder, 2012). Dependiendo de los
procesos temporales y regionales del desarrollo neural, altamente variable (Tau & Peterson,
2010), asi como de la funcionalidad de las estructuras cerebrales relevantes para la
experiencia emocional, la susceptibilidad a los efectos de las experiencias adversas podrian

variar (Andersen & Teicher, 2008; Rice & Barone, 2000).

Como se ha descrito en este apartado, es ampliamente aceptado que la depresion
mayor es el resultado de la interaccion entre la predisposicion genética y los factores
ambientales, pero todavia queda mucho por estudiar sobre la compleja interrelacion entre
las diferentes etapas del desarrollo, los multiples genes, condiciones ambientales, y los

mecanismos moleculares tras la exposicion a los eventos estresantes y la patologia.

1.3. HIPOTESIS ETIOLOGICAS

La etiologia de este trastorno multifactorial sigue siendo desconocida, por lo que
varias hipotesis se han postulado con la intencion de explicar como podrian originarse los

cambios comportamentales y neuroquimicos presentes en los pacientes, asi como el
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mecanismo de accion de los farmacos antidepresivos. A continuacion, se describen aquellas

hipotesis mas relevantes para el presente trabajo.

1.3.1. HIPOTESIS MONOAMINERGICA

En los afios 50 del siglo XX, el uso de la reserpina como antihipertensivo indujo en
algunos pacientes un estado de tipo depresivo, como efecto adverso de su mecanismo de
accion. Poco después se descubrid que dicho efecto era debido a que este agente agotaba
las reservas de monoaminas disminuyendo sus niveles en el espacio sindptico. Estas
evidencias dieron origen a la hipotesis clasica o monoaminérgica de la depresion
(Schildkraut, 1965), la cual postula que la enfermedad es debida a una disminucion de la
actividad de los sistemas monoaminérgicos cerebrales, principalmente el serotonérgico y
el noradrenérgico. Poco después, dos compuestos no usados en psiquiatria, iproniazida
(tuberculostatico) e imipramina (neuroléptico), mostraron un alto potencial como
antidepresivos. Nos encontrabamos ante el nacimiento de los inhibidores de la enzima
monoamino oxidasa (IMAO), y de los antidepresivos triciclicos (tricyclic antidepressants,
TCA), los cuales actiian principalmente inhibiendo los transportadores de serotonina y
noradrenalina (NA) (Manji et al, 2001; Morilak & Frazer, 2004). Ambos compuestos
sirvieron como base para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, incluyendo los
inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (Serotonin selective reuptake
inhibitors, SSRIs), de la noradrenalina (noradrenaline selective reuptake inhibitors,
NSRIs), o duales (serotonin-noradrenalin reuptake inhibitors, SNRIs), actualmente
utilizados como farmacos de primera linea en el tratamiento antidepresivo. Pese a ser mas
selectivos que los TCAs y presentar una menor incidencia de efectos secundarios, los
tratamientos actuales presentan varias limitaciones como son el retraso en la aparicion del
efecto y la baja eficiencia —menos del 50% de los pacientes tratados muestran una

completa remision— (Berton & Nestler, 2006).

Numerosos estudios se realizaron con la intencion de encontrar alteraciones en los
niveles de monoaminas cerebrales o de sus metabolitos, pensando obtener biomarcadores
de la patologia en plasma, orina o liquido cefalorraquideo (LCR). Estudios similares se
llevaron a cabo en cerebros postmortem de pacientes diagnosticados de MDD, concluyendo

que los resultados obtenidos estaban lejos de llegar a un consenso. Por un lado, algunas de



Introduccion

las investigaciones revelaron una disminucion de los niveles de monoaminas (Ashcroft et
al, 1966), mientras que otras no mostraron ninguna modificacion (Asberg, 1997; Ricci &
Wellman, 1990). Ademads, los fairmacos dirigidos hacia los sistemas monoaminérgicos,
afectan a los sistemas de neurotransmisores en horas (Bel & Artigas, 1992), mientras que
su efecto clinico so6lo es evidente después de varias semanas de tratamiento. Estas
observaciones llevaron a algunos investigadores a centrar su trabajo en el estudio del estado
de los receptores monoaminérgicos, asi como en los cambios producidos tras la
administracion cronica de antidepresivos. Diferentes trabajos evidenciaron alteraciones en
la densidad y funcionalidad de diferentes subtipos de receptores pertenecientes a los
principales sistemas monoaminérgicos cerebrales. Entre ellos podemos encontrar trabajos
que muestran un aumento en la densidad de los receptores B-adrenérgicos en individuos
con depresion mayor (Biegon & Israeli, 1988; Mann et al, 1986), o ausencia de cambios en
pacientes suicidas con historia de depresion (De Paermentier et al, 1990). Por el contrario,
los receptores B-adrenérgicos se encuentran desensibilizados tras el tratamiento cronico con

antidepresivos (Sulser, 1978; Vetulani et al, 1976).

Dentro de este sistema noradrenérgico, el receptor presinaptico o2 también esta
asociado a este trastorno psiquiatrico de forma que hay un incremento de su densidad y
afinidad en cerebros de pacientes suicidas diagnosticados de depresion (Callado et al, 1998;
Meana et al, 1992). Tras el tratamiento cronico con farmacos antidepresivos, los
heteroreceptores o2 se encuentran desensibilizados (Mongeau et al, 1994). Puesto que la
activacion de estos receptores localizados en neuronas serotonérgicas provoca una
disminucion de su actividad en el hipocampo y la corteza (Mongeau et al, 1993), se propuso
que la hiperfuncionalidad de estos receptores en el cerebro de los sujetos deprimidos,

llevaria a una disminucion de la actividad serotonérgica en dichas areas de proyeccion.

Otro de los sistemas de neurotransmision implicados en esta patologia es el sistema
dopaminérgico. No fue hasta los afios 70 del siglo XX cuando se descubri6 el papel de la
dopamina en depresion (Randrup et al., 1975). La mayoria de los estudios comparando los
niveles del neurotransmisor y sus metabolitos en liquido cefalorraquideo de pacientes
deprimidos, mostraron menores niveles de DA, particularmente en aquellos pacientes que
presentaban retraso psicomotor (Banki, 1977; Goodwin et al, 1973; Mendels et al, 1972;
Roy et al, 1989). A pesar de los hallazgos citados, existe discrepancia en los resultados

referentes a los niveles de DA y su principal metabolito, el acido homovanilico
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(homovanillic acid, HVA) (Harada et al, 1999; Vestergaard et al, 1978). La misma situacion
se observo en muestras postmortem de corteza frontal (frontal cortex, FCx), donde se
describieron aumentos de los niveles de HVA (Beskow et al, 1976; Ohmori et al, 1992), o
ausencia de cambios respecto a los individuos control (Crow et al, 1984). Todavia queda
mucho trabajo por hacer en relacion al papel del sistema dopaminérgico en la patologia
depresiva, ya que la circuiteria responsable de la conducta relacionada con la recompensa
(motivacidn, placer), alterada en el trastorno, estd regulada principalmente por neuronas
dopaminérgicas. Esto supone un area de gran interés, donde poder obtener gran informacion

sobre el sistema, su neurobiologia y la relacion con el trastorno depresivo (Nestler, 2015).

1.3.2. HIPOTESIS NEUROTROFICA/NEUROPLASTICA

Los avances en Biologia Molecular y Celular, permitieron esclarecer los
mecanismos intracelulares por los cuales las monoaminas, tras unirse especificamente a sus
receptores, modulan mensajeros secundarios como ¢l CREB (CAMP response element-
binding protein), y el BDNF, relacionados con la neuroplasticidad y la neurogénesis. De
esta manera, se postulo la hipotesis neurotréfica de la depresion (Duman et al, 1997), con
el objetivo de caracterizar las acciones del estrés y de los tratamientos con farmacos
antidepresivos, mas alld de los sistemas de neurotransmisores y sus receptores,
principalmente en areas cerebrales como el hipocampo y la corteza frontal. Esta nueva
hipdtesis correlaciond los tratamientos con farmacos antidepresivos y la regulacion de los
niveles de factores neurotroficos, ademas de demostrar como estos factores troficos juegan

un papel muy importante en el trastorno depresivo.

Las neurotrofinas son una familia proteica relacionada con la diferenciacion y el
crecimiento de muchos tipos neuronales durante el desarrollo, asi como en el
mantenimiento y supervivencia neuronal en el cerebro adulto (Lindsay et al, 1994; Lindvall
et al, 1994; Lo, 1995; Park & Poo, 2013; Thoenen, 1995). Dentro de esta familia, el BDNF
es uno de los factores troficos mas estudiados por su amplia distribucion en cerebro adulto,
y por su relacion directa con la depresion. Los primeros trabajos que relacionaron el BDNF
con esta patologia, mostraban como la administracion de SSRIs, NSRIs, IMAO:s,
antidepresivos atipicos e incluso tras la terapia electroconvulsiva, producia un incremento

de la expresion de BDNF en el hipocampo de roedores (Nibuya et al, 1995; Nibuya et al,
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1996; Vaidya & Duman, 2001; Zhang et al, 2010) (fig. 1). Paralelamente se describié como
algunos tipos de estrés causaban atrofia e incluso muerte neuronal en la region CA3 del
hipocampo (Magarinos et al, 1996; Sheline, 1996), lo que se ha relacionado con un aumento
de los niveles de la hormona del estrés en roedores o en humanos (Sapolsky, 2000; Sapolsky
et al, 1990). Estas alteraciones se correlacionaron con una disminucién del BDNF en estas

mismas regiones cerebrales (Duman et al, 1997; Duman & Monteggia, 2006) (fig. 1).
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Figura 1. Representacion de la hipdtesis neurotréfica/neuroplastica de la depresion. En ella se
pueden apreciar los cambios neurofisioldégicos y moleculares propuestos en los trastornos
relacionados o inducidos por el estrés. Los antidepresivos, administrados de forma crénica,
revertirian los cambios producidos por la exposicion al estrés. sc: schaffer colateral (axones
procedentes del area CA3 del hipocampo); mf: mossy fiber; BDNF: brain-derived neurotrophic
factor; VEGF: vessel endothelial growth factor; NE: noradrenalina; 5-HT: serotonina. Tomado de
Duman (2007).

Desde su aparicion en el campo de la psiquiatria, el BDNF y su receptor tirosina
quinasa B (tyrosine kinase receptor B, TrkB), han sido analizados en una enorme cantidad

de trabajos utilizando muestras de pacientes diagnosticados de depresion. Un importante
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numero de autores describen como los niveles de BDNF, asi como los de su receptor se
encuentran disminuidos en cerebros postmortem y plasma de suicidas diagnosticados de
depresion (Dwivedi et al, 2003; Kim et al, 2007), mientras que otros autores muestran
discrepancias en la relacion entre sus niveles o actividades, y la patologia. La asociacion de
niveles anormalmente bajos de BDNF y depresion, se confirmé con el descubrimiento del
SNP Val66Met en el gen humano de este factor neurotrofico. La presencia de este SNP
conlleva una disminucion de la liberacion de BDNF, y se ha vinculado con una mayor
susceptibilidad a suftrir trastornos psiquidtricos (Chen et al, 2004; Egan et al, 2003;
Eisenberg et al, 2013; Monteggia et al, 2007). Por otro lado, la implicacion del BDNF en
el mecanismo de accion de los farmacos antidepresivos parece claro, observandose un
incremento de los niveles de este factor tréfico en cerebro humano postmortem de pacientes

tratados de forma cronica con antidepresivos (Chen et al, 2001b).

La motivacién por conocer con mas claridad el papel de esta neurotrofina tanto en
la fisiopatologia como en el mecanismo de accion de los farmacos antidepresivos, origind
el desarrollo de modelos animales con alteraciones en los niveles tanto del BDNF como de
su receptor. Los animales heterocigotos para este factor tréfico (BDNF +/-) poseian un
fenotipo mas agresivo y un incremento en la ansiedad respecto a sus controles (Lyons et al,
1999), en paralelo a lo observado en animales que presentan el polimorfismo Val 66Met en
el gen que codifica para este factor troéfico (Chen et al, 2006; Li et al, 2010b), mientras que
otros autores describieron niveles de ansiedad similares a los individuos control (Chourbaji
et al, 2004; Ibarguen-Vargas et al, 2009; Lindholm et al, 2012). En relacion a la conducta
de tipo depresiva, los animales no presentaban diferencias en test conductuales clasicos
como el test de la natacion forzada (forced swimming test, FST) o el test de la suspension
de la cola (tail susension test, TST), donde se determina la desesperacion del animal
(Chourbaji et al, 2004; Duman et al, 2007; Ibarguen-Vargas et al, 2009). En cambio, si
mostraban un estado de tipo depresivo evaluado mediante la conducta de indefension
aprendida (learned helplessness, LHP) (MacQueen et al, 2001). Es de destacar que tras la
exposicion de estos animales a estrés, el fenotipo ansioso y de tipo depresivo se hacia
notable (Carola & Gross, 2010; Duman et al, 2007), sugiriendo que una disminucion en los
niveles de BDNF conferia susceptibilidad a los trastornos relacionados con el estrés, en

paralelo a lo descrito en humano.
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El aumento de BDNF tanto a nivel proteico, como en la expresion a nivel de mRNA
(Nibuya et al, 1995; Russo-Neustadt & Chen, 2005), asi como de su receptor TrkB (Duman
& Monteggia, 2006; Nestler et al, 2002) como consecuencia del tratamiento cronico con
antidepresivos, se debe a un incremento de los niveles de monoaminas, que tras unirse a
sus receptores, incrementan la via del adenosin monofosfato ciclico (cyclic adenosine
monophosphate, cAMP) (D'Sa et al, 2005; Duman et al, 1997), activandose
consecuentemente el factor de transcripcion CREB, lo que induce la expresion de sus genes
diana, entre los que se encuentra el BDNF (Blendy, 2006; Duman et al, 1997). El
tratamiento agudo con el antidepresivo de accidén répida ketamina, también produce
activacion de la via de BDNF en cerebro de roedores, apoyando la importancia de este
factor tréfico en la respuesta antidepresiva (Autry & Monteggia, 2012; Castren &
Rantamaki, 2010a; Castren & Rantamaki, 2010b).

A mediados de los afos 60 del siglo XX, se describi6 la neurogénesis en cerebro
adulto en el giro dentado del hipocampo (Altman & Das, 1965), en contra de lo que se creia
hasta la fecha. Este tipo de neuroplasticidad cerebral ha ido con los afios adquiriendo
importancia tanto en la patofisiologia de la depresion, como en el mecanismo de accion de
los farmacos antidepresivos. Asi, la hipotesis neurotrdfica de la depresion, también propone
como la exposicion a estrés, tanto agudo como croénico, induce la disminucion de la
proliferacion y neurogénesis hipocampales (fig. 1) (Duman et al, 1999; Malberg & Duman,
2003; Warner-Schmidt & Duman, 2006). Este descenso en la formaciéon de nuevas
neuronas, se postulé como una posible causa en la etiologia del trastorno depresivo (Duman
et al, 2000; Jacobs et al, 2000), y surgid tras demostrarse mediante estudios morfométricos
y morfoldgicos del hipocampo de pacientes deprimidos, una reduccion en su volumen
(Bremner et al, 2000; Sheline et al, 1996), asocidndose asi la pérdida y atrofia neuronal con
el trastorno. Por el contrario, tratamientos cronicos con SSRIs como la fluoxetina (Encinas
et al, 2006), subcronicos con el agonista parcial del receptor 5-HT4 (Pascual-Brazo et al,
2012), o incluso tratamientos no farmacoldgicos como el silenciamiento mediante
moléculas de acido ribonucleico pequeiio de interferencia (small interference RNA, siRNA)
del transportador de serotonina (5-HTT) en el ndcleo dorsal del rafe (Ferres-Coy et al,

2013b), aumentan tanto la proliferacion, como la neurogénesis hipocampal.

A pesar de los numerosos estudios en relacion a esta hipotesis, su implicacion no ha

sido plenamente establecida, y aun se sabe poco sobre qué factores estan implicados en la
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deficiencia proliferativa asociada a las enfermedades psiquiatricas. En este sentido, el 77%
de los estudios en los que se elimina la neurogénesis hipocampal tanto en animales naive,
como en modelos animales de depresion, no es suficiente para mostrar una conducta de tipo
ansioso/depresivo (Petrik et al, 2012). Sin embargo, en el resto se observa una correlacion,
lo que anima a seguir profundizando en el campo de la neurogénesis hipocampal y su papel

en la susceptibilidad o resistencia en la enfermedad depresiva (Petrik et al, 2012).

A medida que el conocimiento en el campo avanzaba, otros procesos neuroplasticos
a través de los cuales el cerebro percibe, adapta y responde a una variedad de estimulos
internos y externos, fueron adquiriendo importancia. Por ello, ademas de la proliferacion
neuronal, otros tipos de neuroplasticidad como la plasticidad sindptica, que también se
regula por los tratamientos antidepresivos (Chen et al, 2001a; Thome et al, 2000), fueron
propuestos en la biologia de la depresion (Duman et al, 1999). Junto con el hipocampo, la
corteza prefrontal (prefrontal cortex, PFCx) es una region muy sensible al estrés, el cual
induce cambios como la reduccion del numero y longitud de las espinas dendriticas en las
neuronas piramidales de esta 4rea (Cook & Wellman, 2004; Penzes et al, 2011; Radley et
al, 2004). Estas modificaciones plasticas reflejarian una vulnerabilidad a padecer episodios

depresivos (Blugeot et al, 2011).

1.3.3. HIPOTESIS GLUTAMATERGICA

La mayoria de las investigaciones sobre el trastorno depresivo y su tratamiento se
han fundamentado en los sistemas monoaminérgicos. Las limitaciones que presenta la
teoria clasica de la enfermedad, han obligado a ampliar el estudio a otros sistemas de
neurotransmision para tratar de dar una mejor explicacion a la etiopatogenia de la
depresion, y buscar nuevas dianas terapéuticas, con el fin de mejorar la calidad de vida de
los pacientes. Recientes estudios apuntan al sistema glutamatérgico como un buen

candidato (Abdallah et al, 2015; Papakostas & lonescu, 2015).

El glutamato, principal neurotransmisor excitatorio del SNC, es liberado en sinapsis
por todo el cerebro, donde participa activamente en procesos de neuroplasticidad como la
sinaptogénesis (Hayashi et al, 2000). En la patologia depresiva se han descrito diversas
alteraciones del sistema glutamatérgico, como niveles elevados del neurotransmisor en el

plasma, liquido cefalorraquideo y cerebro de pacientes con depresion (Sanacora et al,

14



Introduccion

2008). Las células gliales regulan la concentracion sindptica de glutamato, por lo que la
reduccion en la densidad de células gliales que se ha observado en PFCx de pacientes
deprimidos podrian contribuir a la patologia depresiva (Gosselin et al, 2009; Miguel-
Hidalgo et al, 2000; Ongur et al, 1998). Esto conlleva un aumento en las concentraciones
de glutamato (Sanacora et al, 2004), provocando dano neuronal como consecuencia del
efecto exocitotdxico causado por una hiperactivacion de los receptores NMDA (Olney et
al, 1989; Olney et al, 1991). En linea con lo observado en humanos, existen trabajos
realizados en modelos animales donde se muestra como el estrés cronico produce una
conducta de tipo depresivo, asociado a un dafio en astrocitos corticales (Banasr et al, 2010;
Cotter et al, 2002; Cotter et al, 2001a; Cotter et al, 2001b), asi como en otras areas
importantes en la patologia como la amigdala (Bowley et al, 2002). La administracion
cronica de antidepresivos clasicos como imipramina o citalopram en ratdon, provocan
cambios sostenidos en el binding de los receptores NMDA (Skolnick et al, 1996), apoyando

la implicacion de este receptor en el efecto antidepresivo.

La administracion aguda parenteral de ketamina, antagonista del receptor NMDA,
produce la mejoria en pacientes diagnosticados de depresion y resistentes a los
antidepresivos convencionales, pocas horas después de la administraciéon (Berman et al,
2000; Zarate et al, 2006). Este hecho provoco el interés por el glutamato en el mecanismo
antidepresivo de accion rapida, implicando otros componentes del sistema glutamatérgico
como el receptor del dcido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA), que
promueve la modulacion del factor neurotréfico BDNF, y la via de la diana de rapamicina
en células de mamifero o mTOR (mammalian target of rapamycin), favoreciendo
finalmente los procesos de plasticidad sinaptica. Esto muestra como las diferentes hipotesis
propuestas sobre la enfermedad no son mutuamente excluyentes, encontrandose en muchos
casos estrechamente ligadas, como en este caso las hipotesis glutamatérgica y la

neurotrofica/neuropléstica.

Sin embargo, otros mecanismos de accidon complementarios a la activacion de la via
de mTOR, han sido propuestos para los compuestos con accion antidepresiva a través del
antagonismo del receptor NMDA. Estos mecanismos incluyen la regulacion de la
sefalizacion a través de monoaminas (Tan et al, 2012), opioides (Williams & Schatzberg,
2016), sistemas inflamatorios (Dale et al, 2012), o incluso mecanismos epigenéticos (Choi

et al, 2015), aunque son necesarios mas estudios para poder extraer conclusiones de los
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procesos que subayacen en el efecto de estos compuestos basados en la neurotransmision

glutamatérgica.

A pesar de su rapidez de accion, la ketamina produce una serie de efectos adversos
como sintomas psicotomiméticos y/o disociativos, a la par que un fuerte potencial adictivo
(Krystal et al, 2013). Para tratar de solventar estos inconvenientes, se estan llevando a cabo
un gran numero de investigaciones sobre los mecanismos de acciéon de moléculas que
actlian sobre el sistema glutamatérgico, para identificar alternativas mas seguras. Entre ellas
encontramos los antagonistas del receptor metabotropico de glutamato mGlu2/3 (Fukumoto
et al, 2016), los antagonistas de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA (Gerhard et al,
2016), los antagonistas del sitio de union para glicina en la subunidad GIuNR1 del receptor
NMDA (Murrough et al, 2017), o las ampaquinas, moduladores alostéricos positivos del
receptor AMPA (Krystal et al, 2013; Mendez-David et al, 2017). Otras estrategias de
eficacia antidepresiva rdpida como el uso de cannabidiol (Linge et al, 2016) o la
estimulacion cerebral profunda (deep brain stimulation, DBS) en PFCx (Jimenez-Sanchez
et al, 2016) también median su efecto antidepresivo a través de la modulacion de los niveles

extracelulares de glutamato.

En la actualidad no se ha aprobado para la clinica ningiin compuesto glutamatérgico.
La complejidad del sistema, el gran nimero de isoformas de las subunidades que conforman
los receptores, asi como las numerosas vias de sefializacion que pueden regular, contintian

siendo las principales limitaciones de los compuestos basados en el sistema glutamatérgico.

1.3.4. HIPOTESIS NEUROENDOCRINA

Los datos mas robustos en relacion a estudios neuroendocrinos, son aquellos que
relacionan los trastornos del estado del animo con una desregulacion del eje hipotalamo-
hipdfisis (pituitaria)-corteza adrenal (HPA) (Boyer, 2000). El funcionamiento del eje (fig.
2) se inicia con la secrecion del factor liberador de corticotropina (corticotropin releasing
factor, CRF) en el nucleo paraventricular del hipotalamo, lo que estimula la sintesis y la
liberacion de la hormona adrenocorticotropina (adrenocorticotropic hormone, ACTH) por
parte de la glandula pituitaria, en la hipofisis. Una vez en la corteza adrenal, la ACTH

promueve la liberacion de glucocorticoides como el cortisol o la corticosterona, que actiian
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regulando negativamente la secrecion de CRF y ACTH como mecanismo adaptativo

(Herman & Cullinan, 1997).

La alteracion de la regulacion negativa del eje, junto con el incremento de CRF,
determinan el estado de hiperactividad del eje HPA, sugiriéndose su normalizacién como
una forma de remitir la enfermedad (Pariante & Lightman, 2008). Dicha hiperactividad se
refleja en el aumento de los niveles de CRF observados por primera vez en el liquido
cefalorraquideo de pacientes diagnosticados de depresion mayor (Nemeroff et al, 1984), asi
como en saliva, plasma y orina (Nemeroff & Vale, 2005), junto con la hipertrofia de las
glandulas adrenales y pituitaria. El aumento de los niveles de CRF esta asociado a la
desensibilizacion de los receptores de CRF observada en hipocampo, amigdala y corteza
frontal (Boyer, 2000; Nemeroff et al, 1988). Es mas, se ha encontrado una elevada
comorbilidad de depresion en pacientes que sufren del sindrome de Cushing o

hipercortisolismo (Sonino & Fava, 2002).

PVN 4~ Hippocampus
Hippocampus —. =+ 77 oY
‘ Amygdala

Glucocorticoids
Dexamethasone AcTH

Adrenal
cortex

Figura 2. Eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal y regulacion negativa mediada por el hipocampo y el
PVN. PVN, n(cleo paraventricular del hipotdlamo; CRF, factor liberador de corticotropina;
ACTH, adrenocorticotropina. Tomado de Nestler et al. (2002).
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Por el contrario estudios en pacientes con depresion mayor revelaron una reduccion
de los niveles de CRF en LCR tras el tratamiento con SSRIs (De Bellis et al, 1993), o la
terapia electroconvulsiva (Nemeroff et al, 1991), asi como una disminucién en los niveles
de cortisol tras el tratamiento con antidepresivos clasicos, litio, terapia electroconvulsiva y

estimulacion magnética transcraneal (McKay & Zakzanis, 2010).

La importancia de la relacion entre la desregulacion del eje HPA y depresion, es
evidenciado en modelos animales de esta enfermedad, que se basan en diferentes protocolos
de estrés (Gao et al, 2017; Marcilhac et al, 1997; van Oers et al, 1998). Por otro lado, el
modelo animal de depresion basado en la administracién cronica de corticosterona
(Gourley et al, 2009; Krishnan & Nestler, 2008), simulando la hiperactividad del eje HPA,
muestra anhedonia y otras conductas relacionadas con la depresion, las cuales son
revertidas por la administracion cronica de farmacos antidepresivos (Gourley & Taylor,
2009). Estos modelos animales también presentan los cambios neuroquimicos y
morfologicos propios de la enfermedad, como déficits en proliferacion y neurogénesis
hipocampales (Gourley et al, 2008a; Murray et al, 2008), que son revertidos por el
tratamiento de farmacos antidepresivos que potencian la actividad monoaminérgica
(Murray et al, 2008). Estos datos sirvieron para relacionar el aumento de los
glucocorticoides, con la disminucion de la neuroplasticidad hipocampal (Duman et al,
1997; Haynes et al, 2004; Wong & Herbert, 2006), demostrando una vez mas la estrecha

relacion entre las hipotesis postuladas.

1.3.5. HIPOTESIS NEUROINFLAMATORIA

En los ultimos afios se ha propuesto una nueva teoria neuroinflamatoria para
explicar la enfermedad. Esta hipdtesis se baso en observaciones como la de que pacientes
con depresion mayor presentan elevados los niveles de citoquinas proinflamatorias, asi
como los de sus receptores (Maes, 1999; Miller et al, 2009), lo que promoveria una
reduccion de los niveles de monoaminas como la serotonina (Zhu et al, 2010). El
incremento de citoquinas proinflamatorias conlleva una conducta “enferma” (Sickness
behaviour), con sintomas paralelos a los observados en pacientes de depresion (ansiedad,
desanimo, pérdida de apetito, etc.) (Silverman et al, 2005). Ademas, diversos estudios

sugieren una asociacion entre polimorfismos de genes que codifican para ciertas citoquinas

18



Introduccion

como el factor de necrosis tumoral a (tumor necrosis factor-a, TNF-a) o la interleucina 1
(IL-1), y la susceptibilidad a padecer el trastorno (Fertuzinhos et al, 2004; Jun et al, 2003;
Rosa et al, 2004).

2. SISTEMA SEROTONERGICO

El sistema serotonérgico se encuentra asociado a un nimero elevado de procesos
fisioldgicos como la regulacion endocrina, el control de la temperatura, el apetito, la
conducta sexual, la nocicepcion, la actividad motora, los ritmos circadianos, y el control de
procesos de memoria y aprendizaje, participando de forma directa o indirecta (Meyer-
Bernstein & Morin, 1998; Morin & Blanchard, 1991; Pace-Schott & Hobson, 2002; Rosen
et al, 1999). Ademas, alteraciones de este sistema de neurotransmision poseen un papel
importante en las patologias psiquidtricas como la depresion mayor entre otras (Graeft et

al, 1996; Mann, 1999).

Las neuronas serotonérgicas presentes en los nucleos del rafe actian como
moduladoras de su propia actividad, gracias a la existencia de sinapsis a nivel
somatodendritico. Este mecanismo de regulacion, llevado a cabo por los autorreceptores es
de vital importancia fisioldgica y/o farmacoldgica en la patologia, lo que se comentara en
detalle mas adelante. Aunque los nucleos del rafe poseen una elevada proporcion de
neuronas serotonérgicas, una gran cantidad de tipos celulares estan presentes en esta
estructura como las neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas o dopaminérgicas (Adell et
al, 2002). Ademas, estos nucleos reciben proyecciones de diferentes areas cerebrales,
llegando hasta ellos terminaciones glutamatérgicas, colinérgicas, GABAérgicas y
noradrenérgicas (Artigas, 2013a; Artigas, 2013b), lo que demuestra la elevada complejidad
de este sistema de neurotransmision cerebral. Gracias a la complejidad y diversidad de la
comunicacion entre las neuronas serotonérgicas y otros tipos celulares del SNC, asi como
a su presencia en el sistema nervioso periférico, participa en una gran variedad de

funciones.
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2.1. NEUROANATOMIA DEL SISTEMA SEROTONERGICO

Las neuronas serotonérgicas, aquellas que sintetizan, almacenan, liberan y degradan

serotonina, fueron descritas por primera vez en los afios 60 del siglo XX, gracias a técnicas

de inmunofluorescencia (Dahlstrom & Fuxe, 1964). Los cuerpos de estas neuronas se

encuentran en la region medial y paramedial, a lo largo del mesencéfalo, la protuberancia

y el bulbo, en los denominados nucleos del rafe. Los somas de las neuronas serotonérgicas

se dividen en 9 grupos de neuronas (B1-9), las cuales envian sus proyecciones

practicamente a todo el SNC (Jacobs & Azmitia, 1992) (fig. 3). Las principales vias

serotonérgicas que se proyectan a partir de estos grupos son las siguientes:

20

Via ascendente ventral: los cuerpos o somas de estas neuronas se sitiian en el
nucleo central superior de Bechterev (B6-B8) y en el nlcleo dorsal del rafe (B7).
Algunas de sus proyecciones atraviesan el mesencéfalo y alcanzan el nucleo-
peduncular y la sustancia negra; otras alcanzan a los nicleos habenulares y los
centros taldmicos medial, parafascicular y de la linea media; y otras fibras logran
extender sus proyecciones hasta el hipotalamo lateral, el cuerpo mamilar, el ndcleo
caudado, el putamen y el neocortex. Por delante del hipotalamo, esta via se divide
en varias proyecciones que inervan diversas estructuras del sistema limbico como
el hipocampo, la amigdala o la corteza entorrinal.

Via ascendente dorsal: estas neuronas nacen en el ncleo magno del rafe (B3), en
los nucleos pontinos del rafe (B5) y en el nlcleo central superior del rafe (B6). Sus
proyecciones se dirigen principalmente hacia el area posterior del hipotalamo y
hacia la sustancia gris periacueductal, aunque la superficie ependimaria y los
plexos coroideos también reciben conexiones de estas células.

Via cerebelosa: tiene su origen en los nucleos B5 y B6 ¢ inerva los nucleos
profundos y la corteza del cerebelo.

Via descendente propiobulbar: estas neuronas proyectan a otros nucleos del
tronco como son el locus coeruleus, la formacion reticular, bulbar y pontina, el
nucleo tegmental dorsal y el complejo olivar desde los nucleos B6 a B8 y desde B3
a BS.

Via descendente bulboespinal: desde los nlcleos oscuros, magno y ambiguo del

rafe (B1 a B3), desciende por los cordones anteriores y laterales de la médula
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finalizando en las astas anteriores y posteriores de la médula, y en el ndcleo

intermediolateral.

Ganglios basales

Hacia la médula espinal

Figura 3. Principales vias serotonérgicas cuyo origen se localiza en los nlcleos del rafe, y sus
diversas y complejas proyecciones. Modificado de Florez & Pazos (2014).

2.2. NEUROQUIMICA DEL SISTEMA SEROTONERGICO

La 5-hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT), junto con el resto de catecolaminas,
forma parte de la familia de aminas bidgenas. Tras ser aislada e identificada (Rapport et al,
1948), se reveld su estructura quimica observandose que estaba formada por un anillo
inddlico y una cadena lateral etilamino. Este neurotransmisor se sintetiza tanto en las
neuronas serotonérgicas del SNC, como a nivel periférico en las células enterocromafines
del intestino a partir del aminoéacido L-triptéfano procedente de la dieta. Este aminoacido
esencial, en el primer paso limitante de la sintesis de la 5-HT, es hidroxilado por la enzima
triptofano hidroxilasa (TPH), que lo transforma en 5-hidroxitriptofano (5-HTP). En el
siguiente paso, el 5-HTP es descarboxilado a través de la enzima L-aminodcido

descarboxilasa (LAD) que lo convierte en 5-HT, la cual es rapidamente almacenada en
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vesiculas mediante su propio transportador, evitando asi ser degrada por la enzima
monoaminooxidasa (MAO) de localizacion intracelular. De esta forma, el neurotransmisor
estd preparado para su liberacion a la hendidura sinaptica tras producirse la despolarizacion
en la terminacién nerviosa con la respectiva entrada de Ca®" al interior de la célula. La 5-
HT liberada puede: 1) actuar sobre receptores especificos, ii) difundir al espacio
extrasinaptico, o iii) ser recaptada al interior celular por los transportadores de 5-HT (5-
HTT), sistema especifico y de elevada afinidad localizado en la terminacion nerviosa. Una
vez en el interior de la neurona serotonérgica, la 5-HT puede ser acumulada de nuevo o ser
degradada, principalmente mediante una desaminacion oxidativa catalizada por la MAO
(esencialmente por la isoforma A). Seguidamente, sufre un proceso oxidativo por la accion
de la enzima aldehido deshidrogenasa, para transformarse en su principal metabolito, el
acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) que se difunde al espacio extracelular y al liquido

cefalorraquideo.

2.3. RECEPTORES SEROTONERGICOS

La serotonina ejerce sus acciones a través de al menos catorce subtipos de receptores
especificos, divididos en siete familias: 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, SHT4, 5-HTs, 5-HTes y 5-
HT7. Con la excepcion de los receptores 5-HT3 que son canales i6nicos activados por
ligando (Derkach et al, 1989), todos los receptores serotonérgicos forman parte de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (G protein coupled receptors, GPCRs)
(Millan et al, 2008). A continuacion, se describen aquellos subtipos de receptores

serotonérgicos con mas importancia para este trabajo de tesis.

Receptor 5-HT1a

Este subtipo de receptor, se encuentra dentro de la familia de receptores 5-HT1 y
posiblemente sea uno de los receptores serotonérgicos mas estudiados y caracterizados. El
receptor 5-HTia en muestras humanas y en modelos animales, muestra una elevada
implicacion tanto en el origen, como en el tratamiento de la patologia depresiva (Akimova
et al, 2009; Hirvonen et al, 2008; Le Francois et al, 2008; Strobel et al, 2003). Este receptor,

tras su activacion, se acopla a proteinas Gi/o, modulando un gran nimero de cascadas de
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sefializacion intracelulares, incluyendo la inhibicion de la produccion de cAMP, la

inactivacion de canales de Ca®" y la activacion de canales de K* (Barnes & Sharp, 1999).

La distribucion de los receptores 5-HTia en el SNC es extensa y variada,
encontrandose en mayor densidad en los nlcleos del rafe, tanto dorsal como medial (DRN,
MRN), areas del septo lateral, el hipocampo y en la corteza entorrinal (Khawaja, 1995;
Pazos & Palacios, 1985). Este receptor estd presente también en otras regiones del SNC
correspondiendo a los ganglios basales y el tronco del encéfalo donde a excepcion de los

nucleos del rafe, se encuentran en menor densidad (Hall et al, 1997).

Atendiendo a la ubicacion de los receptores con respecto a las neuronas que
constituyen el sistema serotonérgico central existen dos subpoblaciones. Los
heterorreceptores, de localizacidon postsinaptica en areas de proyeccion las cuales reciben
inervacion serotonérgica, y los autorreceptores, que se localizan en el soma y en las

dendritas de las neuronas serotonérgicas localizadas en los nlcleos del rafe (fig. 4).

Los heterorreceptores se localizan principalmente en neuronas piramidales y en
interneuronas GABA¢érgicas (Artigas et al, 2006; Azmitia et al, 1996; Palchaudhuri &
Flugge, 2005; Santana et al, 2004). Su activacion en las neuronas piramidales de
hipocampo, amigdala o corteza prefrontal, produce una respuesta hiperpolarizante en las
neuronas piramidales en respuesta a la serotonina liberada, tras acoplarse a las subunidades
Goao y Gai3, dependiendo de la estructura cerebral donde se produce la activacion (Andrade

et al, 1986; Hamon et al, 1990; Mannoury la Cour et al, 2006).

Por otro lado, la activacion somatodendritica de los autorreceptores, hiperpolariza
y disminuye la frecuencia de descarga de las neuronas serotonérgicas, lo que provoca un
descenso de los niveles extracelulares de 5-HT en areas de proyeccion (Hjorth & Sharp,
1991; Meller et al, 1990; Sprouse & Aghajanian, 1986). Debido a ello, la liberacion local
de 5-HT en las inmediaciones de los nucleos del rafe, actia como mecanismo regulador
negativo de la liberacion del neurotransmisor (Adell et al, 1991; Artigas et al, 1996; Bang
et al, 2012). Algunos trabajos sugieren que los mecanismos de sefializacion intracelulares
inducidos por la activacion de los receptores 5-HT1a localizados en los ndcleos del rafe,
son diferentes a los activados en otras areas, estando mediados por el acople a las

subunidades Gai3 de la proteinas G, lo que provoca una inhibicion parcial de la enzima
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adenilato ciclasa (adenilil cyclase, AC) (Marazziti et al, 2002; Palego et al, 1999; Valdizan
et al, 2010a).

Presynaptic
5-HT autoreceptors

5-HT;n  S5-HTyep 5-HT,g

5-HT,, 5-HT,c 7 5-HT, ?5-HT,g ?5-HT,¢ 5-HT, o 5-HT,, 5-HT, 5-HT,
Postsynaptic 5-HT receptors

Figura 4. Esquema de la localizacion de los auto- y heterroreceptores serotonérgicos implicados en
el control de la frecuencia de descarga de diferentes poblaciones neuronales dentro del SNC. Los
autorreceptores se sitian tanto en los cuerpos de las neuronas serotonérgicas, dentro del nlcleo
dorsal del rafe (5-HTis), como en los axones terminales (5-HTg). Los heterorreceptores,
localizados en neuronas no serotonérgicas, controlan la funcion de éstas, activando o inhibiendo su
actividad. El control de la funcionalidad del nlcleo dorsal del rafe se ejerce en parte por las
conexiones que provienen de la corteza prefrontal medial. DRN, nucleo dorsal del rafe; LHb,
nucleo lateral de la habénula; mPFC, corteza prefrontal medial; 5-HT, neuronas serotonérgicas;
Glu, neuronas glutamatérgicas; GABA, neuronas GABAérgicas. Tomado de Sharp et al. (2007).

Receptor 5-HT1s

Este miembro de la familia de receptores 5-HT1, se acopla a las proteinas G del tipo
Gi/Go tras su activacion (Hamblin & Metcalf, 1991; Maroteaux et al, 1992), disminuyendo
los niveles de cAMP (Bouhelal et al, 1988). Otros autores han propuesto mecanismos
alternativos por los que estos receptores 5-HT1s podrian estar actuando dentro del SNC.
Estos mecanismos van desde la activacion de la proteina quinasa activada por mitdgenos

(mitogen-activated protein kinase, MAPK) (Pullarkat et al, 1998), a la modulacion de la
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proteina quinasa B o Akt, la activacion de la 6xido nitrico sintasa neuronal (nitric oxide
synthase, NOS) y las fosfolipasas C y D (phospholipase C, PLC y phospholipase D PLD),

la inhibicién de canales de Ca** y la activacion de canales de K (Raymond et al, 2001).

Estudios de fijacion de radioligandos selectivos y no selectivos para el receptor 5-
HTis, permitieron mediante autorradiografia localizar las estructuras del SNC donde se
expresa este receptor. Las densidades mayores correspondieron a los ganglios basales,
concretamente al globo palido y la sustancia negra; densidades intermedias se observaron
en el hipocampo, los coliculos, la sustancia gris periacueductal o el ncleo entopeduncular;
y las densidades mas bajas se localizaron en hipotalamo, amigdala y corteza (Bonaventure
et al, 1997; Bruinvels et al, 1993; Pazos & Palacios, 1985; Varnas et al, 2001).

El receptor 5-HTis funciona como autorreceptor en neuronas serotonérgicas, o
como heterorreceptor en neuronas no serotonérgicas contribuyendo a la regulacion de la

liberacion de los diferentes neurotransmisores (Barnes & Sharp, 1999; Sari, 2004) (fig. 4).

Diversos estudios han descrito la disminucion en la liberacion de 5-HT producida
por la activacion de los autorreceptores 5-HTs tras la administracion sistémica o local de
agonistas selectivos contra este subtipo en areas de proyeccion como el hipocampo (Bosker
et al, 1995; Martin et al, 1992a), la corteza frontal (Sleight et al, 1989), o el hipotalamo
(Moret & Briley, 2000). Ademas, se ha descrito que la activacion de los autorreceptores
localizados perisomaticamente en DRN y MRN, inhiben la frecuencia de descarga de estas

neuronas asi como la liberacién de 5-HT en estos nucleos (Adell et al, 2001).

En referencia a la activacion de los heterorreceptores, la literatura muestra efectos
inhibitorios en la liberacion de diferentes neurotransmisores y en diferentes estructuras
cerebrales, apoyando la presencia de los receptores 5-HT 1B en neuronas no serotonérgicas.
En este sentido, estudios in vitro, han descrito la disminucion de la liberacion de acetilcolina
en hipocampo de rata (Cassel et al, 1995; Maura & Raiteri, 1986), y la reduccion en la
liberacion del acido y-aminobutirico (gamma-aminobutyric acid, GABA) (Johnson et al,
1992; Stanford & Lacey, 1996). De manera contraria, la activacion de los receptores 5-
HTis favorece la liberacion de dopamina en areas de proyeccion como la corteza prefrontal
(Iyer & Bradberry, 1996) o el estriado (Benloucif et al, 1993; Galloway et al, 1993),
indicando la localizacion del receptor 5-HTis en interneuronas GABAérgicas (Alex &

Pehek, 2007; Fink & Gothert, 2007).
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Receptor 5-HT4

Este subtipo de receptor serotonérgico también pertenece a la superfamilia de
receptores de siete dominios transmembrana acoplados a proteinas G. Este receptor se une
a proteinas Gs, activando la AC e incrementando por tanto los niveles de cAMP
intracelulares (Hoyer et al, 2002). El incremento de este segundo mensajero conduce a la
activacion de la proteina quinasa A (protein kinase A, PKA) dependiente de cAMP
(Andrade & Chaput, 1991; Eglen et al, 1995; Fagni et al, 1992), y posteriormente a la
inhibicion de canales de K™ dependientes de voltaje. Aunque también se ha propuesto que
la activacion del receptor 5-HTs puede modular sefiales intracelulares por medio de
mecanismos independientes de proteinas G, como por ejemplo, a través de la activacion de
MAPK (Barthet et al, 2007). Los procesos resultantes de la activacion del receptor 5-HT4,
implican aumento de la excitabilidad neuronal, lo que favorece la liberacion de

neurotransmisores.

La publicacion de la estructura del gen que codifica para el receptor en humano
revel6 la existencia de 10 isoformas diferentes (a-i) (Bach et al, 2001; Bender et al, 2000;
Blondel et al, 1997; Mialet et al, 2000; Van den Wyngaert et al, 1997). De todas ellas, las
variantes a y b son las mejor caracterizadas, debido a que son las mas abundantes en SNC
(Vilaro et al, 2005). Los receptores 5-HT4 presentan una amplia distribucion en el cerebro,
expresandose en forma de heterorreceptores en areas de proyeccion, principalmente en
corteza prefrontal, hipocampo y amigdala, y ganglios basales (caudado-putamen y palido
ventral) (Vilaro et al, 1996; Vilaro et al, 2005; Wacber et al, 1994). Diversos estudios
neuroquimicos y del comportamiento han sugerido que, en estas areas, el receptor 5-HT4
posee un papel importante regulando la liberacion de varios tipos de neurotransmisores
como acetilcolina, GABA, DA y 5-HT, potenciando la transmision en el cerebro. De esta
manera promueve excitabilidad neuronal en las células piramidales del hipocampo
(Roychowdhury et al, 1994), y en las neuronas serotonérgicas del DRN, aumentando su
frecuencia de descarga regulada desde la corteza frontal (Lucas & Debonnel, 2002) (fig.
4).
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2.4. SISTEMA SEROTONERGICO EN DEPRESION MAYOR

Tras el descubrimiento fortuito de los primeros antidepresivos, la investigacion
sobre las bases etiologicas del trastorno, asi como la sintesis de nuevos antidepresivos se
focalizaron en gran medida sobre el sistema serotonérgico. La disminucion en el binding
de [*H]imipramina en cerebro postmortem de pacientes deprimidos se halla entre las
primeras evidencias que relacionaban una hipofuncionalidad del sistema serotonérgico con
la patogenia de la enfermedad (Perry et al, 1983; Stanley et al, 1982). También fueron
descritas alteraciones en el receptor 5-HT2, como incrementos de su densidad en la corteza
frontal de pacientes diagnosticados de depresion (Arango et al, 1990; Arora & Meltzer,
1989; D'Haenen et al, 1992; Mann et al, 1986). Estos resultados parecian indicar posibles
mecanismos adaptativos a la hipofuncionalidad monoaminérgica propuesta, aunque
resultados discordantes no tardaron en aparecer, revelando una ausencia de cambios (Meyer

et al, 1999), o reducciones de los niveles de SHT2 en corteza frontal (Yatham et al, 1999).

Ademas de los receptores 5-HT2, la implicacion de los otros subtipos de receptores
serotonérgicos y su participacion en la etiopatologia del trastorno depresivo, también han
sido estudiados por un gran numero de investigadores. A continuacion, se describen los

hallazgos mas relevantes en relacion a los receptores estudiados en este trabajo de tesis.

Receptor 5-HT1a

El receptor 5-HT14, esta alterado en pacientes diagnosticados de depresion mayor y
trastornos del estado de &nimo. Los estudios realizados mediante técnicas de neuroimagen
y en cerebro postmortem a través del uso de [°’H]8-OH-DPAT en autorradiografia de
receptores indican que en la depresion mayor existe un aumento en los niveles del
autorreceptor 5-HTia en DRN de pacientes deprimidos suicidas (Boldrini et al, 2008;
Stockmeier et al, 1998), mientras que se describe una reduccidon en la expresion de estos
receptores en areas de proyeccion (Arranz et al, 1994; Boldrini et al, 2008; Cheetham et al,
1990; Dillon et al, 1991; Joyce et al, 1993; Parsey, 2010). Debido a la naturaleza inhibitoria
del receptor 5-HT14a, un incremento en los niveles de los receptores 5-HT1a en los nucleos
del rafe produce una disminucion de la frecuencia de descarga de estas neuronas y una

reduccion de la liberacion de serotonina en areas de proyeccion. Sin embargo, otros
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estudios muestran una disminucion en el binding del autorreceptor (Drevets et al, 1999;

Drevets et al, 2007; Meltzer et al, 2004).

El papel de los heterorreceptores 5-HT1a dentro de la patologia depresiva también
ha sido evaluado. Los andlisis muestran una disminucion en la densidad de estos receptores
en areas corticales y subcorticales, a través de estudios PET (Positron Emission
Tomography, PET) en pacientes depresivos tratados y no tratados, asi como en pacientes
en remision sin tratar (Bhagwagar et al, 2004; Drevets et al, 2000; Drevets et al, 2007,
Sargent et al, 2000). Esta disminuciéon en funcionalidad de los heterorreceptores 5S-HT1a
que regulan cognicidon y emocion (Albert et al, 2014), estaria asociada en parte con la
alteracion de estas funciones en los pacientes diagnosticados de depresion. Por otro lado,
existen trabajos en desacuerdo con los anteriores donde se aprecia un incremento de la
funcionalidad de los receptores 5-HTia presentes en areas de proyeccion (Arango et al,
1995; Parsey et al, 2006), o ausencia de cambios (Lowther et al, 1997; Meltzer et al, 2004;
Stockmeier et al, 1997). Los estudios en humano, especialmente en cerebros postmortem,
incluyen variables como el género, variedad de tratamientos farmacologicos, estado de la
muestra, etc., que pueden dificultar la obtencion de resultados homogéneos, favoreciendo

las controversias observadas.

Las aproximaciones preclinicas realizadas en relacion al receptor 5-HT1a apoyan el
papel del receptor en los trastornos del estado del &nimo. En modelos animales de estrés,
se ha descrito una reduccion de la funcionalidad de los heterorreceptores 5-HTia, en areas
como el hipocampo, corteza e hipotalamo (Hensler et al, 2007; Karten et al, 1999; Lopez
et al, 1998; McKittrick et al, 1995; Watanabe et al, 1993). Animales knockout para este
receptor presentan un fenotipo ansioso (Heisler et al, 1998; Parks et al, 1998; Ramboz et
al, 1998), sin alteraciones en los niveles del neurotransmisor 5-HT determinados mediante
experimentos de microdialisis in vivo en areas como hipocampo, estriado, corteza frontal
o nucleos del rafe (Bortolozzi et al, 2004; Guilloux et al, 2006; Knobelman et al, 2001).
Sin embargo, estos animales no presentan un notable comportamiento de tipo depresivo,
aunque si una respuesta exagerada al estrés agudo (Van Bogaert et al, 2006). La expresion
del heterorreceptor 5-HT1a en ausencia de los autorreceptores (Gross et al, 2002), revierte
la conducta ansiosa revelada en los animales knockout, sugiriendo que la conducta ansiosa
es modulada en parte por los receptores 5-HTia postsinapticos (Akimova et al, 2009;

Goodfellow et al, 2009; Gross & Hen, 2004). Resultados contrarios se han descrito en un

28



Introduccion

estudio donde se determina la implicacion de los auto y heterorreceptores 5-HTia de
manera independiente en la conducta ansiosa, asociando el receptor 5-HT1a presinaptico
con ese tipo de comportamiento (Richardson-Jones et al, 2011). Otros modelos animales
como los ratones knockout para el receptor del sistema endocannabinoide CBI1, que
presentan una conducta de tipo depresivo, también muestran asociada una menor

funcionalidad del receptor 5-HT1a en el area CA1 del hipocampo (Mato et al, 2007).

Adicionalmente, un elevado niimero de trabajos clinicos y basicos asocian al
receptor 5-HTia al efecto de los farmacos antidepresivos. En este sentido, como
consecuencia de su papel en la regulacion negativa de la liberacion de 5-HT, los
autorreceptores condicionan el incremento inicial de los niveles extracelulares del
neurotransmisor inducido por la administracion de SSRIs (Hervas et al, 2000; Hjorth &
Auerbach, 1994; Hjorth et al, 1996). Este hecho se ha propuesto como el causante del
retraso en la aparicion del efecto de los farmacos antidepresivos convencionales (Artigas et
al, 1996; Blier & De Montigny, 1983; Gardier et al, 1996). Esto incluye en el mecanismo
de accion de estos farmacos, la necesidad de la desensibilizacion de los autorreceptores 5-
HTia (Dawson & Nguyen, 2000), permitiendo asi el restablecimiento de la frecuencia de
descarga y que los niveles de 5-HT en el espacio sinaptico se incrementen (Blier & De

Montigny, 1983; El Mansari & Blier, 2005).

Receptor 5-HT1g

Evidencias preclinicas asocian a este receptor con la patologia depresiva aunque
existen controversias con respecto a su implicacion (Ruf & Bhagwagar, 2009; Sari, 2004).
Se ha descrito que los niveles del mRNA del receptor 5-HTis se encuentran disminuidos
en muestras postmortem de pacientes diagnosticados de depresion mayor, en paralelo a una
reduccion del mRNA de la proteina SI00A10 o pl1, que interacciona con el receptor 5-
HTis, incrementando la localizacién de este receptor en la superficie de la membrana
celular (Svenningsson et al, 2006), cambios que parecen ser dependientes del area cerebral
(Anisman et al, 2008). Estudios en ratones knockout en los que se eliminé la proteina p11,
mostraron una disminucion de la densidad y de la funcionalidad del receptor 5-HTis,
acompafiado de un fenotipo de tipo depresivo representado por un estado anhedonico y

mayores tiempos de inmovilidad en el test de suspension de la cola (Svenningsson et al,
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2006). Sin embargo, otros estudios en cerebro humano postmortem no muestran diferencias
en el binding del receptor 5-HTis en la corteza prefrontal (Huang et al, 1999). Ademas,
estudios de los SNPs G861 y C129T en el gen del receptor 5-HT1s no han mostrado una

correlacion entre su frecuencia y esta patologia (Arango et al, 2003; Huang et al, 1999).

Estudios preclinicos del receptor 5-HTis, demuestran como la funcionalidad a
través de este receptor puede modular tanto la conducta ansiosa como la de tipo depresivo.
Asi, su activacion produce un efecto ansiogénico (Lin & Parsons, 2002; Sari, 2004),
dependiendo de su localizacion anatomica (Sari, 2004). En concreto, la sobreexpresion del
receptor 5-HTis en DRN, induce un fenotipo mas susceptible a la ansiedad en animales
expuestos previamente a estrés, hecho que no se observa en los animales no expuestos,
mostrando la relevancia de la sobreactivacion de los autorreceptores 5-HTis en la respuesta
al estrés (Clark et al, 2002). Por otro lado, su activacion en el hipocampo inhibe la liberacion
de acetilcolina (Maura & Raiteri, 1986), lo que se ha asociado con un fenotipo ansioso
como el observado tras antagonizar los receptores nicotinicos y muscarinicos en dicha

estructura cerebral (File et al, 1998).

El receptor 5-HTis también se ha asociado con el mecanismo de accion de los
farmacos antidepresivos, aunque esta relacion no estd tan estudiada como en el caso del
receptor 5-HTia. Tras la administracion cronica de SSRIs, se ha observado una
desensibilizacion de los autorreceptores 5S-HT1s en las terminaciones nerviosas (Blier et al,
1988; O'Connor & Kruk, 1994), facilitando asi la neurotransmision serotonérgica. Estos
efectos no se han descrito en otros estudios (Auerbach & Hjorth, 1995; Bosker et al, 1995;
Gobbi et al, 1997). Paralelamente, tratamientos crénicos con antidepresivos como la
fluoxetina y la paroxetina, producen una regulacion a la baja del mRNA de este subtipo 5-

HTis en el DRN (Anthony et al, 2000).

Los heterorreceptores 5-HTis inicialmente no se asociaron con cambios en
respuesta a la administraciéon crénica de antidepresivos (Neumaier et al, 2002). Sin
embargo, estudios posteriores en raton describieron que el efecto antidepresivo de los
SSRIs, en parte es mediado por estos heterorreceptores ya que, el efecto antidepresivo no
se observaba tras el antagonismo farmacologico de estos receptores (Chenu et al, 2008). En
este sentido, la sobreexpresion de la proteina p11 en raton, conlleva la hiperfuncionalidad
del receptor 5-HTg en sustancia negra, y una disminucion en la conducta de tipo depresivo

(Svenningsson et al, 2006).
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El hecho mas relevante en referencia a este subtipo de receptor y la depresion
mayor, es la posibilidad de que la coadministracion de un antagonista del receptor 5-HT1s,
junto con un SSRIs, pueda lograr un efecto antidepresivo de accidon rapida. Evidencias
preclinicas apoyan esta idea (Adell et al, 2005; Hughes et al, 2007; Moret & Briley, 2000),

pero todavia queda mucho por conocer.

Receptor 5-HT4

La asociacion de este subtipo de receptor serotonérgico con la modulacion de los
estados del animo, los procesos cognitivos y la ansiedad, parametros alterados en la
patologia depresiva, se describio hace ya mas de una década (Lucas et al, 2007; Manuel-
Apolinar et al, 2005; Matsumoto et al, 2001; Vidal et al, 2009; Vidal et al, 2010). Su
implicacion en la etiopatologia depresiva fue mas evidente tras la publicacion de trabajos
realizados en cerebro humano. El primero de ellos, describe como existe un aumento en la
densidad de este subtipo de receptor serotonérgico en la corteza frontal y en el nicleo
caudado (Rosel et al, 2004) de pacientes suicidas con depresion mayor. El segundo trabajo,
describe la asociacion entre niveles disminuidos del receptor 5-HT4 en el estriado de
individuos sanos, que tienen algin miembro de su familia con depresiéon mayor,
asocidndose asi estos bajos niveles de 5-HT4 estriatal al riesgo familiar a padecer el
trastorno (Madsen et al, 2014), apoyando asi el importante papel de este receptor en las

bases neurobioldgicas del trastorno depresivo.

Los tratamientos cronicos con antidepresivos cldsicos también regulan los
receptores 5-HT4. En este sentido se ha descrito como los SSRIs y SNRIs inducen una
disminucion de la densidad de los receptores en areas subcorticales como el hipocampo y
el estriado, hecho que no se observa en los receptores 5-HT4 corticales (Vidal et al, 2009;
Vidal et al, 2010). Ademds, su implicacion en la modulaciéon de la conducta
ansioso/depresiva, asi como la necesidad de la activacion de este receptor para obtener los
efectos de la fluoxetina en determinados paradigmas conductuales se ha descrito en
profundidad en una reciente publicacién (Amigo et al, 2016). Es mas, la administracion
subcronica del agonista parcial del receptor 5-HT4 RS67,333, produce un efecto

antidepresivo rapido (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo et al, 2012), ampliando las bases
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moleculares para la sintesis de nuevos compuestos con accion antidepresiva basados en el

sistema serotonérgico.

A pesar de que su implicacidn tanto en la neurobiologia de la depresion como en el
mecanismo de accion de los farmacos antidepresivos, es bastante clara, se requiere de mas
estudios en el ambito clinico y preclinico, para asi poder conocer con mas exactitud la
elevada complejidad molecular de este receptor en relacion a la patologia depresiva y poder

confirmar el potencial que sus agonistas selectivos parecen poseer.

3. NEUROGENESIS Y NEUROPLASTICIDAD

La neurogénesis en cerebro adulto de mamiferos se limita a dos regiones bien
definidas: la zona subventricular (subventricular zone, SVZ), donde se generan nuevas
neuronas cuyo destino final es el bulbo olfatorio, y la zona subgranular (subgranular zone,
SGZ) del giro dentado del hipocampo, cuyas nuevas neuronas se incorporan a la capa

granular del giro dentado (Henn & Vollmayr, 2004).

3.1. PROLIFERACION HIPOCAMPAL

La zona subgranular esté situada entre la capa granular y el hilus del giro dentado
del hipocampo, y proporciona un microambiente Uinico para las células madre neurales
(neural stem cells, NSC). Este entorno conocido como nicho neurogénico, permite la
proliferacion de las NSCs, y fomenta su especificacion y diferenciacion celular
(Kempermann et al, 2015). Las nuevas neuronas que se generan a partir de las NSCs, pasan
durante su desarrollo por diversas etapas consecutivas antes de ser funcionalmente

integradas en la circuiteria hipocampal (fig. 5).

Las células madre del giro dentado del hipocampo o progenitoras neurales
quiescentes (quiescet neural progenitors, QNPs), presentan una baja tasa de proliferacion
(Encinas et al, 2011), poseen caracteristicas morfologicas de astroglia, y expresan
marcadores caracteristicos de los astrocitos, entre ellos la proteina fibrilar 4cida de la glia
(glial fibrillary acid protein, GFAP) o la vimentina (Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009)

(fig. 5). Estas células también se han denominado astrocitos radiales (radial astrocytes),
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células radiales tipo glia (radial glial-like cells) o células tipo 1 (type 1 cells) (Eckenhoff
& Rakic, 1984; Kempermann et al, 2004; Kronenberg et al, 2003; Mignone et al, 2004).
Existen otro tipo de células progenitoras neurales, también localizadas en la SGZ del
hipocampo, y caracterizadas por no expresar la proteina GFAP, que poseen mayor tasa de
proliferacion que las QNPs. Este tipo celular se ha definido como células progenitoras
neurales amplificadoras (amplifying neural progenitor, ANPs), las cuales descienden de las
QNPs (fig. 5) (Encinas et al, 2011). Las ANPs también se denominan células de tipo 2 (type
2 cells) (Goncalves et al, 2016; Kempermann et al, 2015). Una vez las ANPs salen del ciclo
celular y se diferencian, van adquiriendo caracteristicas de neurona, denominandose
neuroblastos (neuroblasts, NB) o células de tipo 3 (type 3 cells), las cuales no presentan
actividad sindptica espontanea (Esposito et al, 2005), pero son ténicamente activadas por
interneuronas GABA¢érgicas (Ge et al, 2006). Estos neuroblastos sufren un largo proceso
de maduracion hasta que se diferencian a neuronas, periodo durante el cual expresan el
marcador especifico de las neuronas inmaduras doblecortina (doublecortin, DCX) (Brandt
et al, 2003; Couillard-Despres et al, 2005; Rao & Shetty, 2004). Durante el proceso de
maduracion los NBs, a la par que experimentan cambios en los procesos dendriticos a través
de la capa granular del giro dentado, van perdiendo el marcador DCX y empiezan a expresar
la proteina nuclear neuronal especifica NeuN (neuronal nuclei). Una vez las neuronas
alcanzan la madurez, presentan ya propiedades electrofisioldgicas similares a las neuronas
ya existentes en la circuiteria (Encinas et al, 2006; Lucassen et al, 2010a; Vivar & van

Praag, 2013).

Dentro de la neurogénesis adulta, existen dos hipotesis bien diferenciadas. Una de
ellas propone una division asimétrica de las células madre neurales (Encinas et al, 2011),
donde las células QNPs se dividen de forma asimétrica en células ANPs y QNPs. Estas
QNPs van lentamente consumiéndose a lo largo de las divisiones, resultando finalmente en
la transformacion de las QNPs en astrocitos (Encinas et al, 2011). La otra hipotesis, postula
la existencia de divisiones asimétricas, asi como de divisiones simétricas gracias a las
cuales existiria una renovacion ilimitada de estas células QNPs (denominadas por estos
autores como células madre radiales gliales o radial glia-like stem cells, RGLs) (Bonaguidi
etal, 2011).
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Figura 5. Representacion esquematica del proceso de division y diferenciacion en la capa
subgranular del giro dentado del hipocampo. Las QNPs tras varias divisiones generan las ANPs,
que a su vez se dividen, y tras salir del ciclo celular generan neuroblastos. Estos evolucionan hacia
neuronas inmaduras que se diferencian a neuronas maduras que se integran en la capa granular.
Destacar que las diferentes poblaciones pueden ser diferenciadas a nivel morfolégico, proliferativo,
y a través de los marcadores especificos que se expresan en cada estadio. GFAP, glial fibrillary
acid protein; Sox2, Sex determining region (Y-box 2); BLBP, brain lipid-binding protein; SB100p,
$100 Ca;*-binding protein B; PSA-NCAM, polysialylated-neural cell adhesion molecule; Prox1,
prospero-related homeobox gene; DCX, doublecortin. NeuN: neuronal nuclei. Tomado de Encinas
etal. (2011).

3.2. VIAS IMPLICADAS EN PROLIFERACION Y PLASTICIDAD

En los ultimos afios se han propuesto varias vias de sefalizacion implicadas en la
proliferacion y la plasticidad sindpticas, cuya actividad se encuentra disminuida en la
patologia depresiva, y aumentada tras el tratamiento cronico con farmacos antidepresivos
de uso habitual en clinica, o nuevas moléculas con accidon antidepresiva rapida (Pilar-
Cuellar et al, 2014; Vidal et al, 2011). Dos de estas vias de sefializacion mas estudiadas, y

que se estudian en este trabajo, se presentan a continuacion.

3.2.1. VIA WNT/B-CATENINA

Esta via de sefializacion se describi6 por primera vez en Drosophila con el nombre

de Wingless/Armadillo (Peifer et al, 1993). Desde entonces, numerosos estudios han
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comprobado su implicacion en la regulacion génica de un amplio rango de procesos
fisiologicos y patofisiologicos como son la formacion sindptica (Bamji et al, 2003), la
orientacion axonica (Purro et al, 2008; Zaghetto et al, 2007), la morfogénesis dendritica
(Gao et al, 2007; Yu & Malenka, 2003), la formacion hipocampal (Galceran et al, 2000;
Zhou et al, 2004), la supervivencia celular (Moon et al, 2002), y la proliferacion y
diferenciacion de las NSCs durante el desarrollo neural (Ciani & Salinas, 2005; Li et al,

2005; Lyashenko et al, 2011).

La via canonica de sefalizacion de Wnt, dependiente de -catenina (fig. 6), se activa
tras la union de los ligandos Wnt a los receptores Frizzled y a las lipoproteinas de baja
densidad relacionadas con el receptor (low density lipoprotein receptor-related protein,
LRP5/6) que actian como co-receptores. El receptor Frizzled recluta a la proteina
citoplasmatica Dishevelled (Dsh) (Moon et al, 1997), que junto al complejo Frizzled-
LRP5/6 forman el complejo de sefializacion Wnt (Bilic et al, 2007). Este complejo a través
de Dsh, se une al complejo de destruccion axin/APC/GSK-3B (Adenomatous Polyposis
Coli; Glycogen Synthase Kinase-34), inhibiendo asi la actividad de GSK-3 (Zeng et al,
2008), lo que permite la estabilizacion de B-catenina en el citoplasma y su posterior
translocacion al ntcleo, paso esencial para la activacion de la via (Logan & Nusse, 2004).
Una vez la proteina ha alcanzado el nucleo, forma complejos con los factores de
transcripcion de células T y el factor potenciador linfoide (T-cell factor/lymphoid enhancer

factor, TCF/LEF) para inducir la expresion de los genes diana de la via.

Por otro lado, en ausencia de ligandos Wnt, la forma libre de B-catenina en el
citoplasma tiene una vida muy corta, ya que répidamente es “secuestrada” y su
funcionalidad bloqueada por el complejo de destruccion formado por Axin, APC, GSK-3f3
y la quinasa CK 1o (casein kinase 1a) (Yost et al, 1996), que fosforila B-catenina en la serina
45 (Serd5) para su degradacion en el proteosoma (Aberle et al, 1997; Li et al, 1999).
Posteriormente GSK-3f, fosforila a la proteina en los residuos de serina 33 y 37, y en la
tirosina 41, todos ellos localizados en el extremo amino terminal (Nt) (Valenta et al, 2012;
Xing et al, 2003). Una vez la proteina ha sufrido dichas fosforilaciones, es liberada del
complejo de destruccion y reconocida por B-TrCp presente en la maquinaria de

ubiquitinacion donde B-catenina es degradada por el proteosoma 26S (Hart et al, 1999).
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Figura 6. Senalizacion de la via candnica de Wnt/B-catenina. a) La ausencia de ligandos Wnt
conlleva la degradacion de B-catenina por el proteosoma. b) La activacion de la via induce la
estabilizacién de [-catenina, su translocacion al nucleo, y la posterior expresion de genes
especificos de la via. APC, adenomatous polyposis coli; p-cat, -catenina; CBP, CREB-binding
protein; CK, caseina quinasa; DKK, Dickkopf; DSH, Dishevelled; GSK-3B, glucdgeno sintasa
quinasa-3B; GBP, GSK3-binding protein; LRP, LDL receptor-related protein; sFRP, secreted
Frizzled-related protein; TCF, T-cell factor. Tomado de Moon et al. (2004).

7

p-catenina

B-catenina, el principal efector de la via candnica de Wnt, realiza dos funciones: 1)
una reguladora en el citoplasma y nticleo, y ii) otra funcional a nivel de membrana mediado
por su interaccion con las cadherinas (Sadot et al, 1998). Por ello su regulacion debe ser

muy ajustada.

En humano, B-catenina es una proteina formada por 781 aminoacidos, presentando
una parte central rigida formada por 12 repeticiones imperfectas de la proteina Armadillo.
Ademas de dos dominios flexibles amino (Nt) y carboxilo (Ct) terminales, también posee
una hélice de secuencia conservada (helix-C) en la parte amino del dominio Ct, la cual es
necesaria para que la proteina sea funcional en su papel regulador, pero no necesaria para
su funcion estructural (Xing et al, 2008). En las repeticiones (R) de la proteina Armadillo
R3-R9, se encuentran los lugares de union de las diversas proteinas que interactuan con f3-

catenina en forma mutuamente excluyente. Las principales proteinas que interaccionan con
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B-catenina son las cadherinas, los factores de transcripcion TCF/LEF, o la proteina APC
(Valenta et al, 2012). Asi, dependiendo de la conformacion de la proteina B-catenina, las
diversas proteinas con las que interactia tendran la opcién de unirse o no (Gottardi &

Gumbiner, 2004).
a) Papel de g-catenina en sefializacion celular

Después de la activacion de la via de Wnt/B-catenina, y la acumulacion de -
catenina en el citoplasma, esta proteina se transloca al nucleo para poder ejercer sus
funciones como efectora de la via. A pesar de no poseer sefiales de localizacion nuclear o
de exportacion al nucleo, la proteina se ha dotado de diversos mecanismos, entre ellos, la
interaccidon con complejos proteicos del poro nuclear que median su entrada y salida del

nucleo (Jamieson et al, 2012; Shitashige et al, 2008).

La via de senalizacion de Wnt/GSK-3f/B-catenina es uno de los principales
moduladores de la neurogénesis en la SGZ hipocampal (Lie et al, 2005; Wexler et al, 2009)
y en la SVZ (Adachi et al, 2007). En estos nichos neurogénicos se ha demostrado la
presencia de proteinas Wnt, que podrian estar jugando un papel autocrino, regulando asi
desde el propio nicho neurogénico la proliferacion, empleando para ello la via canonica de
Wnt (Lie et al, 2005; Wexler et al, 2009). En los ultimos afios se ha conocido mas en
profundidad la participacion de la via en las diferentes etapas que conforman la
neurogénesis como son la autorenovacion, proliferacion, diferenciacion, maduracion e
integraciéon neuronal (Hussaini et al, 2014), indicando la importancia de su efector

principal, B-catenina, en los procesos neurogénicos y neuroplésticos.
b) Papel de g-catenina en adhesion celular

Aparte de la funcion como reguladora de la expresion de genes especificos de la via
de Wnt, varios trabajos describen el papel de la B-catenina a nivel de membrana, a través
de su interaccion con las cadherinas, participando asi en el remodelaje del citoesqueleto
(Gumbiner, 1996). Las cadherinas son las principales moléculas dependientes de Ca*"
responsables de las uniones célula-célula, hecho importantisimo en el reconocimiento y

organizacion celular durante el desarrollo (Gumbiner, 1996).

Solo cuando B-catenina se encuentra en conformacion abierta es capaz de unirse a
a-catenina formando heterodimeros (Drees et al, 2005; Yamada et al, 2005), y favoreciendo

asi su union con moléculas de adhesion (Brembeck et al, 2004). A pesar de que esta union
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esta favorecida por la alta afinidad entre estas moléculas, capturando asi a -catenina del
citoplasma hacia la membrana (Heuberger & Birchmeier, 2010), la unién N-cadherina/p-
catenina es muy dinamica. De esta manera, -catenina se libera de los complejos de
adhesion celular, favoreciéndose asi su funcion como molécula senalizadora de la via de
Whnt, dependiendo de las demandas bioldgicas (Maretzky et al, 2005; Reiss et al, 2005). Es
de destacar la presencia de los complejos N-cadherina/B-catenina en el ensamblaje
sinaptico, donde interviene en el reclutamiento de las vesiculas sindpticas aproximandolas
a la zona de liberacion de los neurotransmisores (Bamyji et al, 2003; Iwai et al, 2002;
Jungling et al, 2006). A nivel de arborizacion dendritica, el complejo N-cadherina/f-
catenina también estd implicado tanto en la regulacion de la morfologia de las espinas,
como en la funcidn sindptica hipocampal (Okuda et al, 2007), por lo que B-catenina juega
un importante papel en la modulacion de procesos de neuroplasticidad sinéptica en cerebro

adulto, como aprendizaje y memoria (Maguschak & Ressler, 2008).

B-catenina y los trastornos del estado del animo

Varias enfermedades psiquiatricas y neurodegenerativas presentan alteraciones en
la actividad de la via de Wnt/B-catenina (Hussaini et al, 2014). Concretamente, estudios en
muestras postmortem de corteza frontal de pacientes deprimidos mostraron una reduccion
en los niveles de B-catenina (Karege et al, 2012b; Pilar-Cuellar et al, 2014). La presencia
de alteraciones en los efectores de la via, se apoya también en estudios preclinicos. Modelos
animales de depresion, como los basados en estrés cronico, muestran un aumento en la
actividad GSK-3p (Liu et al, 2012), y una disminucién de B-catenina en dos de las areas
cerebrales mas estudiadas en relacion a la patologia, la corteza prefrontal medial (Chen et
al, 2012), y el hipocampo (Liu et al, 2012), en linea con lo observado en los cerebros de

sujetos deprimidos.

Aproximaciones genéticas que intentan simular la disminucion de los niveles de -
catenina existentes en humano o en modelos animales de la enfermedad, como los ratones
knockout condicionales para [-catenina en cerebro anterior adulto, muestran un
comportamiento de tipo depresivo (Gould et al, 2008). Ademds, animales que
sobreexpresan GSK-3f, y que por tanto tienen la activacion de la via de Wnt/B-catenina

disminuida, también muestran una conducta de tipo depresiva (Polter et al, 2010). El
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bloqueo de la inhibicion de GSK-3f estd asociado ademds a una disminucion en la
proliferacion en la SGZ del giro dentado del hipocampo, del factor de crecimiento endotelial
vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), pero no del BDNF (Eom & Jope,
2009). Ademads, tras la administracion cronica de antidepresivos, el aumento de la
neurogénesis hipocampal como consecuencia del tratamiento esta atenuado (Eom & Jope,

2009).

Por el contrario, en los ultimos afios se ha demostrado como el efecto antidepresivo
estd mediado, en parte, por la activacion de la via de Wnt/B-catenina. Diferentes
tratamientos como la terapia electroconvulsiva (electroconvulsive therapy, ECT) (Madsen
etal, 2003), la administracion cronica de farmacos antidepresivos (Liu et al, 2012; Mostany
et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012), o el tratamiento subcrénico con el agonista del
receptor 5-HT4 RS67,333 (Pascual-Brazo et al, 2012), incluso el tratamiento con
estabilizadores del animo (Wexler et al, 2008), promueven un incremento de los niveles de
B-catenina en la SGZ del giro dentado del hipocampo. Este incremento de f-catenina se
corresponde con la inhibicion de la proteina GSK-3p (Gould et al, 2004b; Kaidanovich-
Beilin et al, 2004; Madsen et al, 2003; Wada, 2009). Las células inmunopositivas para [3-
catenina colocalizan en la SGZ del hipocampo con marcadores de proliferacion (Madsen et
al, 2003; Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012), correlacionandose la
hiperactivacion de la via candénica de Wnt/B-catenina tras tratamientos con farmacos
antidepresivos, con un aumento en la proliferacion hipocampal (Garza et al, 2012; Mostany

et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012).

En animales transgénicos, la expresion de la forma constitutivamente activa de -
catenina en cerebro adulto produce efectos antidepresivos (Gould et al, 2007), de forma
paralela a lo descrito tras la inhibicion de GSK-3B por Li" (Gould et al, 2004a;
Kaidanovich-Beilin et al, 2004; Klein & Melton, 1996), sugiriendo ser un factor importante
en la supervivencia celular relacionada con los estabilizadores del animo (Jope & Bijur,

2002).

La mayoria de trabajos que se centran en el estudio tanto del estado de la via de
Wnt/B-catenina en la patofisiologia, como en el mecanismo de accion de los farmacos
antidepresivos, lo hacen a través del analisis de B-catenina y su principal inhibidor GSK-
3B. No debemos olvidar que cualquier otro componente que regule de forma directa o

indirecta la actividad de la via, puede encontrarse alterado en la patologia confiriendo
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susceptibilidad, o por el contrario, resistencia a esta. Por ello, estd adquiriendo gran
importancia el estudio de los distintos efectores de la via. De hecho, ya se empiezan a
conocer los efectos antidepresivos de la sobreexpresion de Wnt2 y Wnt3 en hipocampo
(Zhou et al, 2016), o como la induccion del antagonista de la via Dickkopf-1 (Dkk-1) esta
implicado en el dafio hipocampal inducido por estrés (Matrisciano et al, 2011). Estos datos
demuestran por un lado la importancia de la via en la patologia depresiva, y por otro, como
dentro de esta cascada de sefializacion mediada por Wnt, existen diferentes puntos

potenciales de intervencion terapéutica.

3.2.2. ViA DE mTOR

En los Gltimos afios se ha descrito la implicacion de la via de sefializacion de mTOR,
como mediadora en el efecto antidepresivo rapido de la ketamina (Li et al, 2010a; Li et al,
2011). Esta via estd implicada en la regulacion del crecimiento, la proliferacion y la
plasticidad sinaptica, principalmente regulando la traduccion de proteinas (Hay &

Sonenberg, 2004).

mTOR es una proteina quinasa de serina/treonina, descrita por primera vez en
levaduras como la diana farmacologica del microbicida rapamicina (Heitman et al, 1991).
En mamiferos, existen al menos dos complejos multiproteicos diferentes, mTORCI1 y
mTORC2 (Guertin & Sabatini, 2007), evolutivamente conservados desde levaduras a
mamiferos (Loewith et al, 2002), y que controlan varios aspectos de la fisiologia celular.
mTORCI, la principal diana de la rapamicina, se ha relacionado con la regulacion positiva
del crecimiento, proliferacion y supervivencia celular a nivel de traduccion proteica,
modulacion de la energia y de la autofagia en respuesta a estrés, mitdogenos o factores de
crecimiento (Harwood et al, 2008; Laplante & Sabatini, 2009; Takahara et al, 2006). En
cambio, mMTORC?2 se relaciona mas con la organizaciéon del citoesqueleto (Jacinto et al,
2004), aunque también estd implicada en la regulacion del ciclo celular, metabolismo y
proliferacion a través de la activacion de Akt (Laplante & Sabatini, 2009; Sarbassov et al,

2004).

Dentro del SNC, varios estudios demuestran como la via de mTOR es un punto de
conjuncion muy importante en la sefializacion intracelular, ya que se encuentra regulada

por un amplio nimero de mecanismos (Swiech et al, 2008). No es pues de extrafiar su
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implicacion tanto en procesos fisioldgicos como patologicos del sistema nervioso central.
En las neuronas, la activacion de mTORC1 desencadena la fosforilacion de varios efectores
por debajo en la via, como la proteina p70S6K (ribosomal S6 kinase 1), o la proteina 4EBP1
(eukariotic translation initiation factor 4E-binding protein) (Hoeffer & Klann, 2010) (fig.
7). En cultivos celulares procedentes de hipocampo, estas proteinas se han localizado en el
cuerpo o soma celular, en las dendritas y de forma especifica, en las sinapsis, donde
colocaliza con la proteina PSD95 (postsynaptic density protein-95), sugiriendo una
localizacion postsindptica de la via (Tang et al, 2002). Las proteinas sintetizadas tras la
activacion de la via de mTOR, como las proteinas postsinapticas PSD95, la subunidad
GluR1 del receptor AMPA, y las proteinas de localizacion presinaptica sinapsina 1, o la
proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad (activity-regulated cytoskeleton-
associated protein, Arc) (Duman & Voleti, 2012; Gong et al, 2006; Li et al, 2010a),
participan en procesos de plasticidad sindptica como la formacién, maduracion y
funcionalidad de las nuevas espinas dendriticas (Li et al, 2010a), procesos de memoria
(Hoeffer & Klann, 2010), o potenciacion a largo plazo (long term potentiation, LTP)
(Cammalleri et al, 2003; Tang et al, 2002).

Actualmente, la senalizacion a través de la via de mTOR esta considerada como una
nueva diana terapéutica para el tratamiento de los trastornos afectivos. La administracion
de ketamina en pacientes resistentes a los tratamientos antidepresivos convencionales,
mostraron una mejoria rapida de los sintomas depresivos, tras solo 2 horas de la
administracioén, que se mantuvo en el tiempo (Berman et al, 2000; Murrough et al, 2013;
Zarate et al, 2006). Estos resultados abrieron el camino hacia nuevas dianas terapéuticas en
base a las cuales disefiar nuevos farmacos antidepresivos mas rapidos y eficaces que los
actuales. Este efecto antidepresivo de accion rdpida y sostenida de los antagonistas del
receptor NMDA de glutamato como la ketamina, estd mediado por la activacion de la via
de mTOR, ya que el efecto desaparece tras la administracion previa de rapamicina,
inhibidor especifico de la via (Li et al, 2010a). De forma contraria, la administracion
subcronica de rapamicina en ratones, también muestra efectos antidepresivos (Cleary et al,
2008). La participacion de la via de mTOR en las bases neurobioldgicas de la patologia
depresiva se describi6 en un estudio en cerebro humano postmortem de sujetos

diagnosticados de depresion, donde se mostroé una disminucion de los niveles de mTOR y
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de sus principales efectores (p70S6K y eIF4B, eukaryotic translation initiation factor 4B)
en la PFCx (Jernigan et al, 2011).

En los ultimos afos, una gran variedad de compuestos reguladores de la
neurotransmision glutamatérgica y de su homeostasis, se han utilizado para esclarecer los
mecanismos de la accion antidepresiva rapida dependiente de mTOR. Entre ellos
encontramos otros antagonistas del receptor NMDA, como los compuestos Ro 25-6981 (Li
et al, 2010a) o MK-801 (Yoon et al, 2008), y antagonistas de los receptores metabotropicos
de glutamato del grupo II (mGlu2/3) como MGS0039 y LY341495 (Koike et al, 2011).

En la busqueda de los mecanismos que subyacen al efecto antidepresivo rapido, se
ha demostrado que la activacion de la via de mTOR, requiere de la actividad del receptor
AMPA tanto en animales como en humano (Hashimoto, 2009; Li et al, 2010a; Maeng et al,
2008; Zanos et al, 2016; Zhou et al, 2014). De hecho como se comentd previamente, los
moduladores positivos de este receptor, el cual posee un importante papel en la plasticidad
sinaptica (Turrigiano, 2011), presentan un elevado potencial antidepresivo, encontrandose
un compuesto modulador AMPA en fase II del desarrollo clinico en humanos (Nations et
al, 2012). Otros resultados apuntan que el BDNF también juega un papel muy importante
en esta respuesta antidepresiva rapida (Autry et al, 2011). Ademas, en animales que
presentan el polimorfismo en el gen del factor neurotréfico Val66Met, los efectos
antidepresivos y sinaptogénicos de la ketamina no se observan (Chen et al, 2006), apoyando

la importancia del factor tréfico BDNF en la respuesta antidepresiva de estos compuestos.

Juntando las evidencias anteriores, el mecanismo de accion postulado a través del
cual la ketamina, es capaz de inducir un efecto antidepresivo rapido y sostenido asociado a
un aumento de la sinaptogénesis es el siguiente (fig. 7): el bloqueo de los receptores NMDA
en interneuronas GABAérgicas (Homayoun & Moghaddam, 2007), provoria una
desinhibicion de la transmision glutamatérgica. Esta liberacion de glutamato estimularia
los receptores AMPA, que a su vez activarian los canales de calcio dependientes de voltaje
(voltage dependent calcium channels, VDCCs), permitiendo la entrada de calcio al interior
de la célula, y la posterior liberacion de BDNF (Hoeffer & Klann, 2010). La union de esta
neurotrofina a su receptor TrkB, conlleva la activacion de diferentes vias de sefializacion
cuyos efectores Akt o ERK pueden fosforilar y activar a mTOR, iniciando la sintesis de
proteinas sinapticas (Hoeffer & Klann, 2010; Jourdi et al, 2009; Slipczuk et al, 2009; Takei
et al, 2004).
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Figura 7. Mecanismo propuesto de la accion antidepresiva de la ketamina. La
neurotransmision y sefializacion intracelular tras el antagonismo del receptor NMDA, estimula
mTOR y promueve la sinaptogénesis. Tomado de Duman & Voleti (2012).

4. CIRCUITOS CEREBRALES IMPLICADOS EN
DEPRESION MAYOR

La circuiteria neuronal que regula los estados de &nimo (fig. 8) es una compleja red
de neuronas agrupadas en diversas areas. Estas diferentes regiones tienen que ser
consideradas como un todo ya que su informacion y funcionalidad, finamente reguladas
por cambios sinapticos (Zhang & Poo, 2001), se encuentran altamente solapadas e

interconectadas.

Las técnicas de neruoimagen mas utilizadas en la actualidad, con el objetivo de
detectar anomalias de la actividad a nivel de circuiteria, son la imagen por resonancia
magnética funcional (functional magnetic resonance imaging, fMRI), la fMRI de
secuencias BOLD (blood-oxygen level dependent) o dependiente del nivel de oxigeno, la
electroencefalografia (EEG) y la magnetoencefalogratia (MEG). Por otro lado, la MRI es

mas utilizada para determinar cambios en la morfologia y composicion del area de estudio.
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Tradicionalmente, las regiones mas estudiadas por su implicacion en los procesos
afectivos, de memoria o de cognicion, han sido las regiones frontales de la corteza cerebral,
el hipocampo, y la amigdala (Otte et al, 2016). Los resultados obtenidos describiendo el
incremento de la conectividad y activacion de la amigdala (Hamilton et al, 2012) son los

mas reproducibles dentro de la depresion mayor.
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Figura 8. Circuiteria neuronal de la depresion. La imagen muestra de forma simplificada, la
circuiteria neuronal propuesta que modula el estado de animo y las areas que han sido foco de
estudio por encontrarse alteradas en este trastorno. PFC, corteza prefrontal; NAc, ndcleo
accumbens; HP, hipocampo; Amy, amigdala; VTA, area tegmental ventral; Hypo, hipotalamo;
DR; rafe dorsal; LC, locus coeruleus; NEergic, sistema noradrenérgico; 5-HTergic, sistema
serotonérgico. Tomado de Nestler (2015).

Alteraciones a nivel celular como atrofia dendritica, pérdidas neuronales y/o gliales
en la PFCx, se han asociado a los trastornos del estado de animo tanto en humano como en
modelos animales (Krishnan & Nestler, 2008; Pittenger & Duman, 2008). En relacion a
estos datos, a través de estudios de neuroimagen, se ha observado en pacientes
diagnosticados con depresion, una disminucion en la actividad de esta area (Price &
Drevets, 2010). Los efectos que la ketamina tiene en esta region cerebral, son opuestos a
los déficits como la disminucidn y funcionalidad de las espinas dendriticas que se observan
tras la exposicion al estrés, contribuyendo asi al efecto antidepresivo (Li et al, 2010a). La
gran mayoria de estudios preclinicos, realizados en torno a la accion antidepresiva de la
ketamina y otros compuestos reguladores de la transmision glutamatérgica, se centran en

la mPFCx. La importancia de la corteza infralimbica, parte ventral de la mPFCx, en el
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efecto antidepresivo, se habia descrito previamente tras su eleccion como una de las
regiones para el uso de la DBS (Hamani et al, 2010; Veerakumar et al, 2014). Ademas,
Fuchikami y colaboradores (2015), describen como el efecto antidepresivo rapido y
sostenido tras la administracion local de ketamina o la estimulacion mediante optogenética,
no es caracteristico de toda la mPFCx, sino de la corteza infralimbica, no observandose

efectos antidepresivos en la corteza prelimbica.

El trabajo de Veerakumar et al. (2014), muestra como la estimulacion cronica de la
corteza infralimbica induce una reversion de la plasticidad sinaptica del nicleo dorsal del
rafe de los animales, la cual habia disminuido tras la induccién de un modelo animal de
depresion (chronic social defeat) (Veerakumar et al, 2014). Estos resultados son un claro
ejemplo de las comunicaciones existentes entre las diversas estructuras implicadas en la
patologia. Concretamente, el eje mPFCx-DRN, que tiene una regulacion compleja (Celada
et al, 2001; Kumar et al, 2013; Varga et al, 2003; Varga et al, 2001; Warden et al, 2012),
es de gran interés por la fuerte implicacion de ambas areas en la patofisiologia del trastorno

depresivo y en los mecanismos de accion antidepresiva.

Por otra parte, estudios preclinicos muestran como el hipocampo, de la misma forma
que la PFCx, es altamente susceptible al estrés, debido a su elevada implicacion en procesos
de neuroplasticidad, y su directa relacion con los glucocorticoides, donde sus receptores
estan altamente expresados (Banasr & Duman, 2007; Gould & Tanapat, 1999; Sapolsky,
1990). Estudios de neuroimagen revelan, en pacientes deprimidos, una disminucién del
volumen hipocampal (Campbell et al, 2004; McKinnon et al, 2009). Este hecho se ha
asociado con la enfermedad, mas que con un marcador de vulnerabilidad, debido a la
correlacion existente entre la disminucion de volumen, y la duracién y nimero de episodios
(Campbell et al, 2004; Frodl et al, 2008; Kronmuller et al, 2008; MacQueen et al, 2003;
McKinnon et al, 2009). Por otro lado, otros estudios asocian volimenes reducidos con un
mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (MacMaster et al, 2008). Esto obliga a la
realizacion de mas estudios para concretar si las variaciones del volumen hipocampal serian

un marcador de la enfermedad, o de riesgo a padecer la enfermedad.

Entre el hipocampo y la corteza prefrontal existen conexiones directas (Rosene &
Van Hoesen, 1977; Swanson, 1981), e indirectas (Bokor et al, 2002; Dillingham et al, 2015;
Nazari-Serenjeh et al, 2011; Vertes, 2006). La via directa hipocampo-PFCx juega un papel

muy importante en el procesamiento cognitivo (Sigurdsson et al, 2010), y su
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disfuncionalidad parece estar asociada a la patologia depresiva (Andrews & Thomson,
2009). Esta red neuronal es de gran interés para el estudio de las limitaciones cognitivas y
emocionales presentes de manera mas evidente en algunos grupos de pacientes. Estos
sintomas pueden coexistir con otros como la anhedonia, la disminuciéon de la motivacion
y/o la energia. Es por ello que estructuras limbicas y sus conexiones, que constituyen y
regulan el sistema cerebral de la recompensa, también han captado la atencidon de los
investigadores por su estrecha relacion con la depresion y los trastornos relacionados con

el estrés (Nestler, 2015)

5. MODELOS ANIMALES DE DEPRESION

Uno de los principales problemas en investigacion basica dentro de los trastornos
mentales es la falta de modelos animales apropiados (Nestler & Hyman, 2010). Mientras
en clinica se diagnostica la patologia mediante un amplio espectro de sintomas presentes
en los pacientes, muchos de ellos subjetivos, en los modelos animales s6lo podemos
analizar objetivamente un pequefio numero signos. Actualmente, se esta produciendo una
transicion desde los modelos cldsicos a modelos genéticos basados en los hallazgos
procedentes de la investigaciones basica, pretendiendo modelar los endofenotipos presentes
en los pacientes (Slattery & Cryan, 2014). Estos enfoques estdn permitiendo un mejor
entendimiento de las bases neurobiologicas y genéticas de estos trastornos, a la vez que
proporcionan una mejor traslacionalidad de dichos modelos, facilitando asi el hallazgo de

nuevas dianas terapéuticas.

Un buen modelo animal de enfermedad psiquiatrica ha de poseer las siguientes

caracteristicas (fig. 9) (Dedic et al., 2011):

i) validez etioldgica o de constructo: con ella se consigue representar en el animal
las posibles causas genéticas, ambientales o la interaccion entre ellas, asociadas
al desarrollo de la patologia. Este punto es complicado debido a la ausencia de

factores de riesgo genéticos consistentes en humanos.

i) validez aparente: donde el animal ha de reflejar de manera conductual o

fisiologica, lo observado en el trastorno que se intenta modelar.
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iii) validez predictiva: solo si el animal refleja eficientemente los efectos que los

farmacos presentan en la condicion humana alcanzara esta caracteristica.

Ideal
depression
model

/ Pharmacological analysis

Monoamine-based drugs
Nen-monoamine drugs

/. Face validity \

/ Endophenotype analysis \

Behavioural assessment
- Anhedonia/reward

Neuroendocrine
Neuroanatomical

- Anxiety Neurovegetative
- Cognition parameters
- Social behaviour
‘{’ Construct validity \
/ Gene x Environment interaction \
-
/ Genetic models Stress models \

| Adulthood
€sDs

Gain of EOp(ogenetic Humanized Prenatal

function | approaches

Early life

Loss of
function

Figura 9. Modelos animales en investigacion preclinica. Caracteristicas propuestas para generar un
modelo animal de depresion ideal. Estas incluyen validez de constructo, validez aparente y validez
predictiva. Tomado de Dedic et al. (2011).

A pesar de lo descrito anteriormente, actualmente se siguen utilizando modelos

animales clasicos de depresion debido a su elevada validez predictiva. Entre ellos podemos

encontrar:

Test de la natacion forzada (Forced Swimming Test, FST) y test de la
suspension de la cola (Tail Suspension Test, TST): mediante estos modelos se
determina la desesperacion del animal cuando es sometido a una situacion
estresante inevitable. El animal en esta situacion adopta una postura inmoévil la
cual disminuye tras la administracion aguda de un fairmaco o compuesto con
actividad antidepresiva (Porsolt et al, 1977; Thierry et al, 1986).

Modelo por estrés crénico suave inpredecible (Chronic Unpredictable Mild

Stress, CUMS): este modelo se origind tras observar que la aplicacion de
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diferentes tipos de estrés severo en animales, provocaba un estado anhedoénico
(Katz et al, 1981). Disminuyendo la severidad y aumentando el tiempo de
exposicion al estrés, se origind el modelo animal del CUMS. El hecho de que los
sintomas presentes, normalmente determinados por la anhedonia, se reviertan tras
la administracion crénica de antidepresivos clésicos, confieren a este modelo una
gran utilidad. Recientemente, se ha descrito como la administracién aguda de
ketamina también revierte el estado de tipo depresivo caracteristico de este modelo
(Lietal, 2011).

e Bulbectomia olfatoria: la eliminaciéon de los bulbos olfatorios provoca
alteraciones tanto neuroquimicas como conductuales (Cryan et al, 2002), siendo
la hiperactividad locomotora en el test de campo abierto el rasgo mas
caracteristico. La administracién cronica de farmacos antidepresivos clasicos
revierte estos cambios, aunque otros agonistas serotonérgicos, como el agonista 5-
HT4 RS67,333, revierten el fenotipo en tratamientos subcronicos (Lucas et al,
2007; Mnie-Filali et al, 2011).

e Administracion cronica de corticosterona: este modelo, a través de la
administracion cronica de corticosterona en el agua de bebida (David et al, 2009),
simula la hiperactividad del eje HPA observada en sujetos diagnosticados de
depresion mayor o en modelos animales de estrés cronico. El modelo induce
cambios conductuales de tipo depresivo y anhedonia, los cuales son revertidos tras

la administracion cronica de antidepresivos (David et al, 2009).

Como ya hemos comentado anteriormente, mediante manipulacion genética se han
disefiado diferentes modelos animales de depresion para disefiar modelos con mejor validez
de constructo, basandose en el estudio de ciertos sintomas clinicos como la anhedonia.
Estudiar un trastorno heterogéneo como la depresion, mediante el andlisis individualizado
de sus diferentes componentes, ayuda a comprender de forma madas precisa las bases
neurobioldgicas que subyacen a los sintomas de la enfermedad, asi como el tratamiento de
sus sintomas especificos. Esto sin embargo, puede resultar en aproximaciones terapéuticas
novedosas que no sean facilmente trasladables a la clinica por su elevada especificidad de
endofenotipo (Cryan et al, 2002; Hasler et al, 2004). Por otro lado, las aproximaciones
genéticas presentan la desventaja de carecer del factor ambiental, importantisimos en

algunas ocasiones para desarrollar la enfermedad. En este sentido, es importante combinar
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el modelo genético con la exposicion a estrés, con el objetivo de reflejar de manera mas

precisa la situacion presente en la clinica (Slattery & Cryan, 2014).

Mediante todos los avances conseguidos durante los afios de estudio, y a pesar de
las dificultades que presentan los modelos animales, gracias a ellos se han descubierto
nuevos procesos moleculares que contribuyen al avance en el estudio de la patologia
depresiva. Algunos de ellos incluyen alteraciones de la funcionalidad sindptica (Duman &
Aghajanian, 2012), y neurogénesis (Chattarji et al, 2015), mecanismo epigenéticos (Sun et
al, 2013), mecanismos inmunes (hipotesis neuroinflamatoria) (Hall & Lothrop, 1934;
Miller & Raison, 2016) o de la microbiota sobre el eje intestino-cerebro (Cryan & Dinan,

2012).

6. PANORAMA ACTUAL Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El objetivo principal de la investigacion biomédica en depresion mayor es la
busqueda de mejores tratamientos para los pacientes. Es indiscutible que tras décadas de
trabajos fructiferos en referencia a la neurobiologia de la depresion, asi como a los
mecanismos de accion de los farmacos antidepresivos, menos de un 10% de los pacientes,

a nivel mundial, no reciben el tratamiento adecuado (Gureje et al, 2007; Patel et al, 2016).

La heterogeneidad de la enfermedad y sus caracteristicas clinicas comunes a otras
enfermedades psiquiatricas, puede resultar en un diagndstico errébneo por lo que
posiblemente, el tratamiento no sera efectivo. Definiendo el diagnostico en base a criterios
genéticos, de neuroimagen, o las experiencias vividas por el sujeto (ambientales) entre
otros, ademads del diagnostico clinico, se conseguiria distinguir los diferentes endofenotipos

patoldgicos que engloba la enfermedad pudiendo asi realizar un tratamiento mas especifico.

Como ya se comentd, la investigacion farmacologica en el trastorno depresivo,
actualmente se centra en el sistema glutamatérgico. El estudio en profundidad de las nuevas
hipdtesis etiologicas como es la inflamatoria, y sus posibles conexiones con las teorias mas
clasicas de esta enfermedad, favorecera la aparicion de nuevas dianas terapéuticas sobre las
cuales poder trabajar y por qué no, poder disefiar nuevos compuestos con potencial

antidepresivo mas eficaz que los que existen actualmente en clinica.
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Objetivos

La depresion mayor es una enfermedad de causa atn desconocida, habiéndose
postulado como mecanismos asociados a su etiopatogenia la desregulacion de sistemas de
neurotransmision como los monoaminérgicos, y de la proliferacion/neuroplasticidad. Los
factores neurotroficos, entre ellos el BDNF, asi como diversas vias de sefializacion
intracelulares como Wnt/B-catenina y mTOR, han comenzado a ser estudiados en
profundidad con el objetivo de caracterizar tanto su papel en modelos animales de
depresion, como su modulacion por los tratamientos con antidepresivos. Dado que la
principal limitacion de los antidepresivos actuales es su retraso en el efecto, la biisqueda de
nuevas dianas moleculares en base a las cuales disefiar farmacos antidepresivos mas rapidos
y eficaces que los actuales, es uno de los grandes retos de la Neuropsicofarmacologia. En
este sentido, las vias implicadas en proliferacion y plasticidad neuronal presentan un gran

potencial.

Este trabajo pretende investigar en detalle el papel de las vias de sefalizacion de
Wnt/B-catenina y de mTOR en la patologia depresiva. Para ello hemos eliminado o
estabilizado la actividad de estas vias, en dareas bioldogicamente relevantes en la
etiopatogenia de la depresion, asi como en el efecto antidepresivo. El estudio de la via de
Wnt/B-catenina, se realizd en el hipocampo, estructura en la que se han descrito
modificaciones de los niveles de B-catenina asociados tanto a la enfermedad, como al
tratamiento antidepresivo. Por otro lado, el estudio de la via de mTOR se realizd en la
corteza prefrontal medial, y especificamente en la corteza infralimbica por poseer un papel
crucial en esta patologia, y en el efecto de antidepresivos rapidos. En ambos casos, se
estudio no solo el efecto conductual sobre parametros de ansiedad/depresion, sino sus

efectos sobre proliferacion/neurogénesis, y sobre el sistema serotonérgico.

Los objetivos concretos de este trabajo de tesis fueron:

1. Estudiar el efecto conductual, molecular y neuroquimico de la eliminacion de B-catenina
en la capa subgranular del giro dentado del hipocampo, incluyendo:
a. Caracterizacion conductual en paradigmas de depresion y ansiedad.
b. Evaluacioén de marcadores de proliferacion y plasticidad hipocampales.

c. Estudio de diferentes elementos del sistema serotonérgico.
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d.

Estudio del efecto del tratamiento con farmacos antidepresivos sobre este

animal.

Estudiar el efecto conductual, molecular y neuroquimico de la estabilizacion de B-

catenina en la capa subgranular del giro dentado del hipocampo, mediante:

a.
b.
C.

d.

Caracterizar conductual, neuroquimica y molecularmente los resultados del

Caracterizacion conductual en paradigmas de depresion y ansiedad.
Evaluacion de marcadores de proliferacion y plasticidad hipocampales.
Estudio de diferentes elementos del sistema serotonérgico.

Estudio del efecto conductual sobre este animal en un modelo de depresion.

silenciamiento de mTOR en corteza infralimbica. Esta caracterizacion incluye:

C.

Caracterizacion conductual en paradigmas de depresion y ansiedad.
Evaluacion de marcadores de proliferacion y plasticidad hipocampales, y
activacion neuronal.

Estudio de elementos del sistema serotonérgico.

Evaluar el estado de la via de mTOR en muestras humanas postmortem de corteza

frontal de pacientes diagnosticados de depresion, sin y con tratamiento.

a.
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Estudio de los niveles de proteinas de la via de mTOR, asi como de su nivel
de activacion.
Estudio de los niveles de expresion del mRNA de componentes de la via de

mTOR.
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Material y Métodos

1. ANIMALES Y MUESTRAS POSTMORTEM HUMANAS

Los animales empleados en este trabajo, fueron estabulados en grupo y mantenidos
en condiciones estandar (ciclo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, 22+1°C de temperatura,
humedad relativa del 60-70%), con acceso ad libitum tanto a bebida como a comida,
exceptuando el dia previo a la realizacion del test conductual novelty suppressed feeding.
El cuidado y los procesos experimentales se realizaron de acuerdo con la normativa vigente
nacional (Real decreto 531/2013 y Ley 32/2007) y del Consejo Directivo de la Comunidad
Europea en la Proteccion animal para el uso experimental y otros propositos (86/609EEC
y la actualmente vigente 2010/63/UE). Al final de los experimentos, los animales fueron

sacrificados con el objetivo de obtener muestras tisulares.

1.1. RATONES TRANSGENICOS CONDICIONALES PARA §-
CATENINA

Para los estudios relacionados con la proteina 3-catenina, se utilizaron dos lineas de
animales transgénicos condicionales: animales en los que se eliminé B-catenina (cKO) y
animales en los que se estabilizd esta proteina (cST). Los animales utilizados fueron

machos, de dos a tres meses de edad, y 25-30 g de peso.

1.1.1. GENERACION DE LOS ANIMALES TRANSGENICOS

Los animales transgénicos GLAST-Cre, donde la expresion de la recombinasa Cre
se limita, en cerebro adulto, a células astrogliales por la influencia del promotor GLAST
(transportador de glutamato/aspartato en astrocitos), fueron obtenidos originalmente de la
Prof. Magdalena G6tz (Universidad de Munich, Alemania) (Mori et al, 2006), y mantenidos
como heterocigotos en la cepa C57BL/6. La delecion especifica de lugar estda mediada por
la enzima Cre recombinasa, que reconoce y corta en regiones especificas loxP. En nuestro
caso esta expresada bajo la accion del promotor GLAST (Mori et al, 2006), provocando
que nuestro gen de interés pueda inactivarse o expresarse de manera especifica en el tejido

deseado. Esta enzima esta fusionada a su vez a un dominio mutado de unién de hormona
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del receptor de estrogenos (ER), por lo que el transgénico condicional también se controla
en el tiempo, induciendo el sistema CreER mediante la administracion del analogo de

estrogenos tamoxifeno (TMX) (Feil et al, 2009).

Para la generacion de los animales cKO para -catenina, se utilizaron ratones con
el gen de la B-catenina flanqueado por secuencias loxP (Ctnnbl11¥1%) (The Jackson
Laboratory, Maine, EEUU), y fueron cruzados con ratones C57BL/6 durante al menos 10
generaciones y mantenidos como una colonia separada. Estos animales poseen los sitios

loxP localizados dentro de los intrones 1 y 6 del gen que codifica para -catenina.

Por otro lado, los animales que expresan [-catenina de forma estable
constitutivamente (cST) (Ctnnb1©)F/F " fueron generosamente cedidos por el Prof.
Makoto Mark Taketo (Universidad de Kyoto, Japon). En estos animales el exén 3 del gen
de la B-catenina (Ctnnbl) —donde se localizan los sitios de fosforilacion para GSK-3p,
residuo que marca a [-catenina para su degradacion—, se encuentra flanqueado por sitios
loxP (Hallpike & Rawdon-Smith, 1934; Harada et al, 1999). La recombinacién inducida de
GLAST-Cre conduce a la pérdida de este exon en las células progenitoras hipocampales y
por consiguiente a la estabilizacion de la proteina imitando la sefializacion constitutiva de

la via de Wnt (Barth et al, 1997).

Los animales con los sitios loxP (Ctnnb1o¥flox v, Ctnnb1(3FVFY fyeron cruzados
con los animales GLAST-Cre. Para la generaciéon de los animales transgénicos
condicionales (cKO y ¢ST), se administré tamoxifeno 1 mg/dia (disuelto en aceite de maiz
a 37°C), dos veces al dia, durante 5 dias (Mori et al, 2006), con el objetivo de inducir la
expresion de la enzima Cre recombinasa. Los animales control recibieron aceite de maiz.
Tras la induccion del animal transgénico condicional, se esperd un periodo de 4 semanas
hasta el comienzo de las pruebas conductuales o neuroquimicas. Mediante esta estrategia,
se obtienen animales en los que se elimin6 (cKO) o se estabiliz6 (cST) B-catenina en células

positivas para la proteina GLAST.

Ratones portadores del alelo reportero R26R LacZ se utilizaron para comprobar la
eficiencia de la recombinacion inducible de la Cre recombinasa en el cerebro de los ratones

GLAST-Cre (Soriano, 1999).

58



Material y Métodos

1.1.2. GENOTIPADO

EXTRACCION DE DNA

El DNA de los animales para realizar el genotipado, se obtuvo cortando 1 cm del
extremo de la cola del animal. Este tejido se mezcld con 400 ul de tail buffer (Tris 10 mM
pH=8,3, EDTA 50 mM, NaCl 100 mM, SDS 0,5%) y 15 ul de proteinasa K. La mezcla se
incubd durante toda la noche a 55°C y al dia siguiente, se afiadieron 330 pl de tail buffer
mezclandose manualmente la solucion durante 2 min, tras los cuales se anadieron 250 pl
de NaCl 6M y se volvieron a mezclar manualmente durante unos segundos. A continuacion,
las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente durante 10 min a 15.700 x g. 750 ul
del sobrenadante se mezclaron con 500 pl isopropanol durante 2 min volviéndose a
centrifugar durante 10 min a 4°C y 15.700 x g. Descartamos el sobrenadante y afiadimos 1
mL de etanol al 70%. Esta mezcla se centrifugd durante 5 min a 4°C a 15.700 x g. Tras la
centrifugacion, eliminamos completamente el etanol y las muestras se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 1 h. Finalmente, se afiadieron 500 ul de TE buffer (Tris 10
mM pH=8,3 y EDTA 1 mM), dejando incubar la mezcla a 55°C durante 20 min, tras los

cuales el DNA extraido se almacend a -20°C hasta su utilizacion.
AMPLIFICACION POR PCR

La amplificacion selectiva de los fragmentos de DNA correspondientes a nuestros
genes diana, se realizé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain
reaction, PCR), y fueron detectados seglin su tamafio mediante electroforesis en gel de
agarosa. A continuacion, se especifican los protocolos que se siguieron para cada una de

las lineas utilizadas en esta tesis.
a) Ratones GLAST-Cre

En estos animales se determinod la expresion de GLAST mediante los siguientes
primers: GLAST (forward): 5’-GAGGCACTTGGCTAGGCTCTGAGGA-3" y GLAST
(reverse): 5’-GAGGAGATCCTGACCGATCAGTTGG-3’. Por otro lado, para Ia
amplificacion de Cre se utilizo el primer: 5>-GGTGTACGGTCAGTAAATTGGACAT-3’.
El resultado de la amplificacion proporciona una banda de 700 pares de bases (pb)
correspondiente a los animales wildtype (-/-) y dos productos de amplificacion, de 700 y
400 pb, para el animal trangénico (+/-). Cada mezcla de PCR contenia: 0,3 ul de cada
primer (0,4 uM), 7,5 ul DreamTAQ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
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Massachusetts, EEUU) (que contiene la Taq polimerasa, 0,4 mM de cada uno de los dNTPs,
MgCl2 4 mM), 1 ul del DNA extraido y 4,7 pl de agua extrapura Milli-Q®. La reaccion
tuvo lugar en un termociclador (2720 Applied Biosystems, California, EEUU), bajo las
siguientes condiciones: un primer ciclo de 2 min a 94°C; un segundo ciclo (x 35
repeticiones) de 2 s a 94°C, 20 s a 55°C y 30 s a 72°C; por ultimo, un tercer ciclo de 5 min

a 72°C manteniendo las muestras a 4°C tras su finalizacion.
b) Ratones Ctnnhbaflox/flox

En este caso, para la comprobacion de los productos de PCR procedentes del DNA
de animales en los que se encuentra el gen de la B-catenina flanqueado por sitios loxP, se
utilizaron los siguientes primers: 5’-AAGGTAGAGTGATGAAAGTTGTT-3" (forward)
y 5’-CACCATGTCCTCTGTCTATTC-3" (reverse). El producto de interés tiene 350 pb y
corresponde al transgénico homocigoto (f/f). Las condiciones especificas de PCR fueron
las siguientes: 0,75 pul de cada primer (1 uM), 7,5 pl DreanTAQ Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU) (que contiene la Taq polimerasa, 0,4
mM de cada uno de los dNTPs, MgCl2 4 mM), 1 pl del DNA extraido y 5 pl de agua
extrapura Milli-Q®. La reaccion tuvo lugar en un termociclador (2720 Applied Biosystems,
California, EEUU), bajo las siguientes condiciones: un primer ciclo de 1,5 min a 94°C; un
segundo ciclo (x 35 repeticiones) de 30 s a 94°C, 30 s a 60°C y 30 s a 72°C; por ultimo, un

tercer ciclo de 2 min a 72°C manteniendo las muestras a 4°C tras su finalizacion.
¢) Ratones Ctnnb1®3)FI/FI

Estos animales son aquellos ratones que contienen el exon 3 del gen de la B-catenina
localizado flanqueado por dos secuencias loxP. Los primers empleados para genotiparlos
fueron los siguientes: 5’-GACACCGCTGCGTGGACAATG-3* (forward) y 5°-
GTGGCTGACAGCAGCTTTTCTG-3" (reverse) siendo el producto de interés de la
amplificacion de 700 pb correspondiente al animal transgénico (f/f). A continuacién, se
muestran las condiciones en las que se realizaron las amplificaciones de los fragmentos
diana: 0,3 pl de cada primer (0,4 uM), 7,5 ul DreamTAQ Green PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU) (que contiene la Taq polimerasa, 0,4 mM de cada
uno de los ANTPs, MgCl2 4 mM), 1 ul del DNA extraido y 5,9 ul de agua extrapura Milli-
Q®. La reaccioén tuvo lugar en un termociclador (2720 Applied Biosystems, California,

EEUU) bajo las siguientes condiciones: un primer ciclo de 5 min a 95°C; un segundo ciclo
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(x 35 repeticiones) de 60 s a 95°C, 60 s a 60°C y 60 s a 72°C seguido de un tercer ciclo, de

10 min a 72°C manteniendo las muestras a 4°C tras su finalizacion.
d) Ratones Rosa26/lacZ

En el proceso de genotipado de los animales Rosa26/lacZ, se utilizaron los primers
5’-ACCCTGGCGTTACCCAACTT-3" (forward) y 5’-CTGTCCCCGTAACCGAC-3’
(reverse). El animal heterocigoto (+/-) presenta el producto de amplificacién de interés
formado por 450 pb. Las caracteristicas especificas para amplificar nuestro gen diana
fueron: 0,3 pl de cada primer (0,4 uM), 7,5 ul DreamTAQ Green PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU) (que contiene la Taq polimerasa, 0,4 mM de cada
uno de los dNTPs, MgCl2> 4 mM), 0,3 ul de MgCl2 1 mM, 1 pul del DNA extraido y 5,9 pl
de agua extrapura Milli-Q®. La reaccion tuvo lugar en un termociclador (2720 Applied
Biosystems, California, EEUU) bajo las siguientes condiciones: un primer ciclo de 90 s a
94°C; un segundo ciclo (x 35 repeticiones) de 30 s a 94°C, 45 s a 52°C y 45 s a 72°C seguido

de un tercer ciclo, de 10 min a 72°C manteniendo las muestras a 4°C tras su finalizacion.
DETECCION DE LOS FRAGMENTOS

Después del proceso de amplificacion, 15 pl del producto de la reaccion se
comprobaron introduciéndolos en un gel de agarosa 1-1,5% TAE 1x (Tris 40 mM, &cido
acético 20 mM y EDTA 1 mM). Para la visualizacion de los productos de PCR los geles
fueron tefiidos con 5 pl 1xSYBR® Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EEUU) y las imagenes digitales obtenidas a través del sistema Image quant

350 (General Electric, Connecticut, EEUU).

1.2. RATONES PARA EL SILENCIAMIENTO DE mTOR

En los estudios en los que se realizo el silenciamiento de mTOR mediante la
administraciéon de siRNAs especificos, se utilizaron ratones C57/BL6 macho de 10-14

semanas de vida, suministrados por Charles River (Lyon, Francia).
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1.3. MUESTRAS HUMANAS POSTMORTEM

Las autopsias de pacientes diagnosticados de depresion victimas de suicidio,
tratados con antidepresivos y sin tratar, y las de sus respectivos controles macheados (tabla
1), fueron realizadas en el Instituto Vasco de Medicina Legal, Bilbao, Espafa y el
University Center of Legal Medicine, Ginebra, Suiza. El estudio se realiz6 segun la politica
del Comité de Etica e Investigacion sobre muestras de cerebro humano postmortem del
Instituto Vasco de Medicina Legal y del Departamento de Psiquiatria de la Universidad de
Ginebra. La corteza frontal (Area de Bradman 9) se disecciond macroscopicamente en

tejido fresco y fue almacenada a -70°C hasta su uso.

Tabla 1. Relacion de las caracteristicas de los sujetos diagnosticados de depresion mayor y sus
respectivos controles, utilizados para el estudio de la via de mTOR. Los cerebros fueron obtenidos
de autopsias de 15 victimas de suicidio que fueron macheados con 15 sujetos controles por sexo,
edad y tiempo transcurrido hasta la realizacion de la autopsia.

FARMACO
SEXD EDAD' AL - TRATAMIENTO® EN SANGRE'
CASO CAUSADE L
] LAMUERTE  (Priehcosuia (mg mly
EAD painc) ® Se cu-n:v.tler: tto
.I_
Caso 1 F 33 19 Intoxicacién TMT, SMZ Negativo -
caustica
Arcidente
Control 1 F 33 44 vehiculo a Megative -
mator
Cazo2 M 73 &0 Herida de bala ATD,BDZ CIT (0.1) +
Accidente
Control 2 M T 65 vehiculo a Negative -
mator
Caso 3 F 72 49 Salto desde Untreated Negativo -
alturz
Accidente
Control 3 F 79 39 vehiculo a Megativo -
motor
DMI (0.17); TIA
Infoxicacis (13); SUL (3.3)
Caso 4 M 65 30 Gmescen ATD, BDZ terbinafina
por ﬁ.lma{:l:li l:].]..T_:I: EpDH |:2
gl +
Arcidente
Contral 4 M 65 50 vehiculo a Wegativo -
mator

62



Material y Métodos

Tabla 1 (continuacion).

FARMACO
SEXO EDAD' PA cAUsADE TRATAMIENTO' ENSANGRE
CASD S b
LA MUERTE f’":.';‘ﬁp“’j_'_’;“’ (mg ml")
EAD {adias) i) Se c-m::era tto
Cazo 5 F 38 27 Ahoreado ATD,BDZ Megativo -
Accaidente
Control 5 F 58 37 +vehiculo a BDZ, PC Megativo -
motor
. Clotiapina;
Caso 6 M 42 20 S“l;‘;nt‘de APS_ATD BDZ,
Metamizol -
Control 6 M 1 19 ‘ﬂ‘lfblie;“" Megativo -
Caso 7 F 88 9 Salto desde ATD.BDZ  SER(0.03) +
altura
Control 7 F 31 19 Paro cardiaco Megativo -
- Salto desde
Cazo & F 68 25 ATD SER (04) +
altura
Acoidente
Control 8 F 68 38 vehiculo a ASA Megativo -
motor
Caso 9 F 64 27 Salto desde ATD,BDZ MIA; CIT +
altura
Accaidente
Control & F 66 16 vehiculo a Megativo -
moior
Caso 10 F 64 25 Saltodesde o amp BDZ o
altura
Control 10 F &7 35 Paro cardiaco Megativo -
Salto desde
Caso 11 F 71 19 TEOQ, ASA TEQ, AAS -
altura
Accidents
Confrol 11 F 70 18 vehiculo a Megativo -
motor
Caso 12 F 73 18 Salto desde LIT, BDZ o realizado
altura
Accidente
Control 12 F 74 19 vehicule a Paracetamol
motor
Caso 13 M 43 4 Ahorcado ATD,BDZ CIT,BDE +
Aceardente
Confrol 13 M 44 21 vehicule a Negativo -
motor
Caso 14 M 43 15 Saltoalasvias  \ppy ppy BDZ -
del tren
Acoidente
Confrol 14 M 43 10 vehiculo a Megativo -
motor
AMT MO
Caso 15 M 73 17 Ahogado APS ATD, Trazodona; BDZ
Thuprofeno +
Control 15 M 71 14 Explosion Mo realizado
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Tabla 1 (continuacion).

! Edad en el momento de la muerte.

2 PM: postmortem; tiempo pasado hasta la autopsia.

3 Tratamiento, codificado como: trimetoprima (TMT), sulfametoxazol (SMZ), antidepresivos
(ATD), piroxicam (PC), antipsicoticos (APS), acido acetilsalicilico (ASA), teofilina (TEO),
benzodiacepinas (BDZ) y litio (LIT).

* Niveles de farmaco en sangre, codificados como: citalopram (CIT), imipramina (IMI), tiaprida
(TIA), sulpirida (SUL), sertralina (SER), mianserina (MIA), benzodiacepines (BDZ), amitriptilina
(AMI), nortriptilina (NOR).

2. GRUPOS EXPERIMENTALES Y TRATAMIENTOS

Los grupos experimentales fueron disefiados de acuerdo con los objetivos para cada
tipo de estudio (detallados en cada experimento). El nimero de animales utilizado en cada

uno de los estudios se indica en el apartado de resultados.

2.1. ESTUDIOS SOBRE B-CATENINA

La caracterizacion neuroquimica de los animales ¢cKO y ¢ST para B-catenina se
realizd 4 semanas después de la induccion del animal transgénico mediante la
administracion de tamoxifeno (TMX), y sus respectivos controles (vehiculo, aceite de
maiz). Los grupos experimentales para los ratones cKO fueron: WT aceite, WT TMX, cKO
aceite, y cKO TMX; mientras que para los animales ¢ST fueron: WT aceite, WT TMX,
cST aceite y cST TMX (fig. 10A).
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Figura 10. Representacion del curso temporal de la generacion y experimentacion con los animales
transgénicos condicionales para -catenina. A) Induccion de los transgénicos para B-catenina (cKO
y ¢ST) y posteriores estudios inmunohistoquimicos (BrdU, Ki67 y B-catenina). B) Induccion de los
animales transgénicos para [-catenina (cKO y ¢ST), y posteriores estudios conductuales,
inmunohistoquimicos (DCX) e hipotermia inducida por agonistas 5-HT 4 y 5-HTg. C) Generacion
del animal cKO B-catenina y posteriores estudios de microdialisis in vivo para determinar los niveles
de serotonina (5-HT) y glutamato (Glu). WT: wildtype, cKO: conditional knockout, cST:
conditional stabilized, OF: open field test, LDB: light/dark box test, NSF: novelty suppressed
feeding test, SP: sucrose preference test, FST: forced swimming test, SIH: stress-induced
hyperthermia,
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P>

WT/cKO

WT/cKO

WT/cST

Figura 11. Representacion del curso temporal de la generacion y experimentacion con los animales
transgénicos condicionales para P-catenina. A) Generacion del animal cKO para B-catenina,
tatamiento crénico con fluoxetina y posteriores test conductuales. B) Generacion del animal cKO
para B-catenina, tratamiento subcronico con el agonista parcial del receptor 5-HT4 RS67,333, y
posteriores estudios conductuales y neuroquimicos. D) Generacion del animal ¢ST para -catenina,
induccion del modelo animal de depresion por administracion crénica de corticosterona, y
posteriores test conductuales. WT: wildtype, c¢KO: conditional knockout, ¢ST: conditional
stabilized, OF: open field test, LDB: light/dark box test, NSF: novelty suppressed feeding test, SP:
sucrose preference test, FST: forced swimming test, SIH: stress-induced hyperthermia, CORT:
corticosterona.

66

TAMOXIFENO
(5 dias)

| L[| 7 Ao

FLUOXETINA o SALINO

TAMOXIFENO
(5 dias)

|| Ao

(4 sem.;i.p.)

e : 4 4
-
F—

CONDUCTA NSF SP

R567,333 0 SALINO
1sem.;i.p.)

[

>
di d.I‘!

NSF 5HT,,
SHT,

[ CONDUCTA | NEUROQUIMICA

TAMOXIFENO
(5 dias)
+——— 4semanas ——— CORT. 0 AGUA
l l J, l l (4 sem.; agua de bebida)
e e e}

G @
H—i

NSF SP FST

CONDUCTA



Material y Métodos

En el resto de los estudios de caracterizaciéon (conductuales, neuroquimicos y
moleculares; figs. 10 y 11), se utilizaron solamente los animales cKO y cST y sus
respectivos animales wildtype, a los que se administrd tamoxifeno. Los animales cKO y sus

respectivos WT fueron sometidos a los siguientes tratamientos farmacologicos:

- Fluoxetina (10 mg/kg/dia, i.p.), disuelta en suero salino y administrada
durante 28 dias. Los animales control recibieron suero salino (fig. 11A).

- RS67,333 (1,5 mg/kg/dia, i.p.). Este compuesto agonista parcial de los
receptores 5-HT4 se disolvid en suero salino, y fue administrado durante 7

dias. Los animales control recibieron suero salino (fig. 11B).

En los animales cST para B-catenina y sus respectivos WT, se realizé el modelo de
administracion cronica de corticosterona. Después de 4 semanas de la administracion de
tamoxifeno, a la mitad de los animales se les administro corticosterona (4-pregnen-11beta,
21-diol-3, 20-dione 21- hemisuccinate) (Steraloids Inc., Rhode Island, EEUU) en el agua
de bebida a un rango de dosis entre 7-10 mg/kg/dia, durante 4 semanas, siguiendo el
protocolo descrito con anterioridad (Gourley & Taylor, 2009). Los animales control

recibieron agua (fig. 11C).

2.2. ESTUDIOS SOBRE mTOR

2.2.1. SILENCIAMIENTO AGUDO DE mTOR

Para los experimentos agudos, se realizO una unica infusion unilateral de las
moléculas de ARN interferente pequefio (small interference RNA, siRNA) especificas
contra mTOR (siRNA mTOR), tanto en la corteza infralimbica (IL) como en la corteza
prelimbica (PL) (fig. 12). Para cada una de estas areas cerebrales, se utilizaron ademas
grupos experimentales control, que fueron infundidos con liquido cefalorraquideo artificial
(LCRa). En corteza infralimbica, se utiliz6 ademas como control un grupo al que se le

administré un siRNA non-sense (siRNA ns).

Los siRNAs utilizados fueron una mezcla de dos secuencias diferentes, siRNA-
mTOR 1 y siRNA-mTOR 2 (NM_020009.2; Microsynth, Balgach, Suiza), cuyas
secuencias especificas son respectivamente: 5’GAA GGU CAC UGA GGA UUU ATT 3’
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y 5’ACC CGG GCG UGA UCA AUA ATT 3’. Los siRNAs se disolvieron en liquido
cefalorraquideo artificial (NaCl 125 mM, KCl 2,5 mM, MgCl> x 6H20 1,18 mM, CaClz x
2H20 1,26 mM y glucosa 5%). Para cada infusion se administraron 40 pg de siRNA (20 ug
de cada uno) disueltos en un volumen final de 1 pul. Como control se infundi6 a los animales

LCRay siRNA ns.

Para la infusion intracerebral de las moléculas de siRNA contra mTOR, los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sodico (40 mg/kg i.p) y colocados a continuacidon en
un aparato estereotaxico (David Kopf instruments, California, EEUU). Se practic6 una
incision longitudinal en la parte superior de la cabeza y se separd la piel para dejar el craneo
al descubierto. Las coordenadas se calcularon de acuerdo al atlas de cerebro de raton de
Paxinos y Franklin (2001). Dependiendo del grupo experimental, la infusion de los siRNAs
o LCRa para los controles, se realiz6 en corteza prefrontal infralimbica (IL; AP (+2,2), L
(-0,2), DV (-3.4)), o corteza prefrontal prelimbica (PL; AP (+2,0), L (-0,2), DV (-2,0)).

A INFUSION UNILATERALEN B INFUSION UNILATERALEN
CORTEZA INFRALIMBICA CORTEZA PRELIMBICA

-

]

LCRa o siRNA ns/siRNA mTOR LCRa/siRNAmMTOR

Figura 12. Esquema de las areas en las que se realizo el silenciamiento de mTOR: A) corteza

infralimbica, B) corteza prelimbica.

En el tratamiento agudo, se infundi6 unilateralmente el pool de moléculas de siRNA

en la corteza IL y en la corteza PL, mediante una jeringa Hamilton® de 10 ul (Sigma-
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Aldrich, Missouri, EEUU) acoplada a una bomba de infusion (KDS 310 Plus Nano Legacy,
KD Scientific Inc, Massachusetts, EEUU). Como grupos controles, ademas de LCRa,
también se administr6 en corteza IL, una molécula de siRNA nonsense (siRNA ns, 10 ug)
cuya secuencia es 5’AGU ACU GCU UAC GAU ACG GTT 3’. Los animales fueron

sacrificados 48 horas después de la infusion mediante dislocacion cervical.

2.2.2. SILENCIAMIENTO SUBCRONICO DE mTOR

En el tratamiento subcrénico su utilizaron mini-bombas osmoticas (Modelo 1007D,
Alzet®, California, EEUU) (fig. 13), que fueron pretratadas y cargadas siguiendo el
protocolo que describe la casa comercial. Brevemente, las minibombas se rellenan
completamente con la solucioén de trabajo evitando la formacion de burbujas que puedan
provocar fluctuaciones en la dosis administrada. Estas minibombas se activan incubandolas

en solucion salina durante toda la noche a 37°C.

En este estudio, los animales fueron infundidos unicamente en la corteza IL. Se
administro el pool de siRNAs especificos para mTOR a una dosis de 40ug/dia,
concentracion 3,33 pg/pl, flujo constante de 12 pL/dia, durante 7 dias (fig. 13). Los
animales control recibieron LCRa. El esquema de trabajo seguido se detalla en la figura
14. 48 horas después del tltimo dia de infusion los animales fueron sacrificados mediante

dislocacion cervical.

Flow
moderator

B. Osmotic Catheter  Brain infusion
minipump tube cannula

Semi-permeable
membrane ===

Salt sleeve el

Impermeable
membrane

SIRNA el
solution

Figura 13. Esquema grafico de las minibombas osmoticas Alzet (A), y su colocacion en el animal

(B).
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alasacarosa SIRNA mTOR 40 pg/day Deprivacién

Figura 14. Diagrama de trabajo que se siguié durante el silenciamiento subcrénico de mTOR en
corteza IL. Los animales fueron habituados a la sacarosa 24 h antes de la cirugia. Los diferentes
test conductuales se realizaron entre los dias 5 y 9 después de la cirugia. Tras 5 h del Gltimo test,
los grupos experimentales se sacrificaron para posteriores estudios neuroquimicos y moleculares.

OF: open field test, NSFT: novelty suppressed feeding test, TST: tail suspension test.

3. FARMACOS Y REACTIVOS

Tabla 2. Reactivos utilizados.

REACTIVOS

PROVEEDOR

(+)8-OH-DPAT

Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido

(+)8-OH-DPAT

Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido

[a-*3P]-dATP (desoxiadenosina
trifosfato)

Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU

[*°S]-GTPyS (guanosina 5’-[y-tio]
trifosfato)

Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU

Aceite de maiz

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Acido bérico

Panreac, Barcelona, Espaia

Acido citrico

Merck, New jersey, EEUU

Acido clorhidrico

Scharlab S.L., Barcelona, Espafa

Acrilamida 40%o /solucién Bis, 37.5:1

Bio-Rad, California, EEUU

Adenosina deaminasa (ADA)

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Agarosa

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

AMPc ELISA Kit competitivo

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU
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REACTIVOS PROVEEDOR
Antipaina Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
Aprotinina Affymetrix - USB® Products, Ohio, EEUU

Bromodesoxiuridina (BrdU)

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

CaCl, Panreac, Barcelona, Espana
Cantaridina Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Chaps Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
Citalopram Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido

Citrato sodico

Panreac, Barcelona, Espana

Citrato sodico tribéasico dihidratado

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Cloroformo

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Corticosterona

Steraloids, Inc., Rhode Island, EEUU

CP94,253

Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido

DAB Substrate Kit

Vector Laboratories, California, EEUU

DC™ Protein Assay

Bio-Rad, California, EEUU

Deoxicolato de sodio

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Dietilpirocarbonato (DEPC)

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

DPX de montaje

BDH Prolabo/VWR, Tingalpa, Australia

Drean TAQ Green PCR Master Mix

Fischer Scientific S.L., Madrid, Spain

DTT Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
E-6410 Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
EDTA Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
EGTA Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
Eosina Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Esperma de salmon

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Etanol Scharlab S.L., Barcelona, Espaia

Ficoll Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
Fluoxetina Guinama, Valencia, Espafia
Formamida Scharlab S.L., Barcelona, Espafia
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REACTIVOS

PROVEEDOR

Fosfato de sodio

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Fosfocreatina

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

GDP

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Glicina

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

GTPyS

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Guanidina hidroclorada

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Hepes

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

IBMX

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Igepal

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

KCI

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Leupeptina

Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido

Liquido de centelleo

Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU

Metanol

Scharlab S.L., Barcelona, Espafia

MgCl,

Scharlab S.L., Barcelona, Espafia

Miokinasa

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

NacCl

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Na,HPO,4

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

NaH:PO4

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Nescofilm

Bando Chemical Ind., Kobe, Japan

Paraformaldehido

Affymetrix, Ohio, EEUU

Pentobarbital sédico

Boeringher Ingelheim, Alemania

Pepstatina

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Peroxido de hidrégeno

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Persulfato amoénico (APS)

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Pronasa

Calbiochem, California, EEUU

Proteinasa K

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Quimostatina

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
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REACTIVOS PROVEEDOR
Rojo fenol Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU
RS67,333 Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido
Sacarosa Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafia
Sarcosil Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

SDS (docecil sulfato de sodio)

Fischer Scientific S.L., Madrid, Spain

Suero de burro

EMD Millipore, Massachusetts, EEUU

Sulfato de dextrano

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

SybrGreen Master Mix

Fischer Scientific S.L., Madrid, Espafia

SYBR® safe DNA gel stain

Fischer Scientific S.L., Madrid, Spain

Tamoxifeno

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

TEMED

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Transferasa terminal (TdT)

Promega Biotech Ibérica S.L., Madrid, Espafia

Tris-HCI

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

TRI Reagent®

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Urea

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Vanadato sédico

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Vectastain ABC HRP Kit

Vector Laboratories, California, EEUU

WAY100,635 Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido
Xileno Scharlab S.L., Barcelona, Espafa
Zacoprida Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido

4. ESTUDIOS CONDUCTUALES

En la realizacion de todos los test conductuales, los animales fueron trasladados

desde su sala de estabulacién a la zona de evaluacion del comportamiento en sus propias

jaulas, permitiéndoles habituarse al nuevo entorno durante al menos una hora antes de la
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prueba. En este trabajo, los animales fueron sometidos a las siguientes pruebas

comportamentales:

4.1. OPEN FIELD TEST (OFT) O TEST DE CAMPO ABIERTO

El test de campo abierto consiste en evaluar la conducta del animal en un recinto
cuadrado (50 x 50 x 30 cm) y bajo condiciones aversivas de luminosidad (400 luxes en
experimentos con transgénicos condicionales para P-catenina, y 40-50 luxes para
experimentos de silenciamiento de mTOR). El test se realizd como se ha descrito
previamente (Amigo et al, 2016), evaludndose la conducta motora en el centro del recinto
iluminado. En cada una de las 3 sesiones de 5 min se analizaron los siguientes parametros:
la distancia total recorrida y el porcentaje del tiempo de permanencia en la zona central. El
registro y andlisis conductual se realizo utilizando el sistema Any-maze Video-Tracking

software (Colorado, EEUU).

4.2. LIGHT-DARK BOX (LDB) O TEST DE LA CAJA CLARA-OSCURA

Esta prueba es de gran utilidad para la validacién del caréacter ansiolitico de
diferentes compuestos. El LDB consiste en evaluar la respuesta ansiosa de los animales en
un recinto cuadrado (40 x 40x 20 cm) que contiene dos zonas, una clara (60 luxes) y otra
oscura (0 luxes aproximadamente) (Crawley & Goodwin, 1980). Ambas zonas se
encuentran conectadas por una abertura a nivel del suelo. El test empieza colocando al
animal en una de las esquinas del compartimento claro, evaluando durante un periodo de 5
min el tiempo que permanece en cada zona. Los resultados se presentan como el ratio entre
el tiempo empleado en la zona clara y el tiempo en la zona oscura. La conducta de los
animales fue evaluada con la ayuda del Any-maze Video-Tracking software (Colorado,

EEUU).

4.3. NOVELTY-SUPRESSED FEEDING (NSF) TEST

Este test se utiliza para evaluar la conducta de tipo ansiosa, y la respuesta al

tratamiento cronico con antidepresivos (Bodnoff et al, 1988; Santarelli et al, 2003), por lo
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que es de gran utilidad para la comprension de las acciones terapéuticas de estos farmacos.
El tiempo de latencia a comer una pieza de comida situada en el centro iluminado (40-50
luxes en experimentos con transgénicos condicionales para -catenina, y 1100 luxes para
experimentos de silenciamiento de mTOR) de un recinto cuadrado (50 x 50 x 30 cm), fue
medido en sesiones de 10 min, previa deprivacion de comida durante 24 h. Transcurrido el
test, cada animal fue devuelto a su jaula para realizar el post-test donde se analiza para cada
animal el consumo de comida durante 5 min. Aquellos animales que no comieron en su
jaula durante el post-test fueron excluidos de los resultados. Para los animales que no
comieron durante el tiempo de duracion del test, se les asigné el valor de 10 min. Los
tiempos fueron evaluados con la ayuda del Any-maze Video-Tracking software (Colorado,

EEUU).

4.4. PREFERENCIA E INGESTA DE SACAROSA

La anhedonia, pérdida o incapacidad de reactividad a los estimulos placenteros, se
determina en modelos animales mediante una disminucién en la ingesta o la preferencia
por sustancias apetitosas (solucion azucarada), demostrando asi un estado de tipo
depresivo. De hecho, la anhedonia se utiliza como criterio de la respuesta en modelos
animales de estrés cronico y en modelos animales de depresion. A su vez, los compuestos

con actividad antidepresiva son capaces de revertir este déficit.

Durante el test, los animales tienen la libertad de escoger entre dos biberones, uno
que contiene una solucion de sacarosa al 2% y el otro que contiene agua corriente durante
un periodo de 24 h. Para evitar posibles efectos de preferencia por la localizacion del
biberdn, la posicion de los biberones se intercambi6 a las 12 h del inicio del test. Los
animales no fueron sometidos a deprivacion ni de alimento ni de bebida antes de la

realizacion del test.

El consumo de agua y de la solucion con sacarosa se evalud simultdneamente en los
grupos control y experimental mediante el peso de los biberones. La ingesta de sacarosa se
determin6 mediante la cantidad de sacarosa consumida en mg por g de peso del animal. La
preferencia por sacarosa se calculé como porcentaje de solucion azucarada consumida con

respecto al consumo total de liquido (agua+sacarosa).
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4.5. FORCED SWIMMING TEST (FST) O TEST DE LA NATACION FORZADA

El test de la natacion forzada (Porsolt et al, 1977) consiste en evaluar la conducta
de los animales cuando éstos son introducidos en un cilindro de vidrio (19 cm de diametro
y 23 cm de altura), dos tercios de los cuales estan llenos de agua a 23-25°C. Esta conducta
se graba durante 6 min (Any-maze Video Tracking System, Colorado, EEUU), evaluando
en los ultimos 4 min el tiempo de inmovilidad (flotando en el agua sin luchar, produciendo
unicamente aquellos movimientos necesarios para mantener la cabeza fuera del agua), la
natacion (Swimming) y la escalada (climbing). Dicha conducta de inactividad o inmovilidad
es interpretada como una medida de conducta de tipo depresiva o desesperacion del animal
(behavioural despair), y ha sido usado para evaluar comportamientos de tipo antidepresivo
o depresivo en respuesta tanto a tratamientos farmacoldgicos, como en varios modelos

animales (Cryan et al, 2002).

4.6. TAIL SUSPENSION TEST (TST) O TEST DE SUSPENSION DE LA COLA

El test de suspension de la cola es ampliamente utilizado para evaluar el potencial
antidepresivo de diversos compuestos. El test incluye varias ventajas como rapidez, bajo
coste, y elevada validez predictiva para el efecto agudo de compuestos con actividad
antidepresiva. Se basa en que, el animal sometido a un evento breve de estrés sin escapatoria
al ser suspendido por la cola desarrollara una postura inmovil (Thierry et al, 1986). En los
ultimos afnos también ha sido utilizado para la caracterizacion conductual de animales

modificados genéticamente (O'Leary & Cryan, 2013).

Los animales fueron suspendidos 30 cm por encima de una superficie lisa mediante
cinta adhesiva colocada a 1 cm de la punta de la cola del animal. Durante 6 min se

contabiliz6 el tiempo total de inmovilidad de forma manual.

5. ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Para los experimentos de inmunohistoquimica, los animales fueron anestesiados
con pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.), y perfundidos por via transcardiaca con suero

salino seguido de una solucion fria de paraformaldehido al 4% (PFA) en PBS. Una vez
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fijados los tejidos, los cerebros fueron extraidos, postfijados durante 4 h a 4°C en PFA al
4% en PBS, pasados a una solucion de sacarosa al 30% en PBS a 4°C durante 24 h, y
congelados. Posteriormente, los cerebros fueron cortados en secciones coronales de 40 pm
en series de 6, mediante un criostato (Microm International GmbH, Thermo Fisher
Scientific, Massachusets, EEUU), y almacenados a -20°C en solucion crioprotectora (25%
glicerol, 25% etilenglicol en PBS, pH=7,4) hasta su utilizacion. Para cada uno de los
experimentos de inmunohistoquimica se utilizd una de las seis series. A continuacion, se

muestran los anticuerpos utilizados en este trabajo y sus concentraciones (tabla 3).

Tabla 3. Relacion de los anticuerpos empleados, las concentraciones utilizadas y su casa comercial.

ANTICUERPOS (dilucion) PROVEEDOR
Rabbit anti-p-catenin (1:1000) Santa Cruz Technologies, Texas, EEUU
Rabbit anti-Ki67 (1:5000) Abcam, Cambridge, Reino Unido
Mouse anti-BrdU (1:500) Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia
Rabbit anti c-Fos (1:1000) Santa Cruz Technologies, Texas, EEUU
Donkey anti-rabbit 19G secondary The Jackson Laboratory, Maine, EEUU

antibody biotinilado (1:200)

Goat anti-mouse fragment 1gG secondary The Jackson Laboratory, Maine, EEUU
antibody biotinilado (1:200)

5.1. INMUNOHISTOQUIMICA DE B-CATENINA

Para la realizacion de estos estudios seguimos el protocolo descrito con anterioridad
(Mostany et al, 2008). De forma breve, las secciones en free-floating fueron lavadas en PBS
a temperatura ambiente, incubadas en acido citrico 10 mM durante 20 min a 90°C, y se
dejaron atemperar durante 20-30 min. Después de lavarlas en PBS, las secciones fueron
incubadas en una solucion de H202 al 3% en metanol durante 30 min, para desactivar la
peroxidasa endogena. Tras ser lavadas, las secciones fueron incubadas en PBS/0,2% Triton
X-100/5% suero de burro (PBS-TS) durante 30 min, y después incubadas con el anticuerpo
policlonal de conejo anti-f-catenina en PBS/0,2% Triton X-100 (PBS-T) durante toda la
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noche a 4°C. Tras varios lavados en PBS, se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario de burro anti-conejo biotinilado, seguido de amplificacion
con el complejo avidina-biotina (Vectastain ABC HRP kit, Vector Laboratories, California,
EEUU). Las células positivas para B-catenina se marcaron mediante incubacion con 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) (DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit, Vector Laboratories,

California, EEUU) como cromdgeno.

5.2. INMUNOHISTOQUIMICA DE BROMODESOXIURIDINA (BrdU)

Con el objetivo de identificar las células en proliferacion, se administro el analogo
de timidina, bromodesoxiuridina (BrdU). El protocolo consistié en 4 administraciones de
BrdU 75 mg/kg i.p., a intervalos de 2 h. 24 h después de la Gltima administracion, los
animales se anestesiaron profundamente con pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.) y se
perfundieron como se ha indicado anteriormente (apartado 5). La inmunohistoquimica se
realizo siguiendo el protocolo de Mostany et al. (2008). Las secciones en free-floating se
incubaron durante 2 h en 50% formamida/2x SSC a 65°C, seguido por lavados en SSC 2x
a 37°C, incubacion en HCI 2N durante 30 min a 37°C. A continuacion, las secciones fueron
incubadas durante 10 min en acido boérico (H3BO3) 0,1 M a 37°C. Tras varios lavados en
PBS y para inactivar la peroxidasa endogena, las secciones se incubaron en una solucion
de H202 1% durante 30 min, y se lavaron de nuevo en PBS antes de ser bloqueadas en
solucion PBS-TS durante 30 min. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con el
anticuerpo primario monoclonal ratén anti-BrdU (fragmento) durante toda la noche a 4°C
en PBS-T. Tras la incubacion, se realizaron 5 lavados en PBS, y las secciones se incubaron
con el anticuerpo secundario fragmento Fab de burro anti-raton biotinilado (biotinylated
goat anti-mouse Fab Fragment IgG secondary antibody) durante 2 h. La sefial se amplifico
con el complejo avidina-biotina (Vectastain ABC HRP kit, Vector Laboratories, California,
EEUU) y se revelo la sefial mediante el cromégeno DAB (DAB Peroxidase (HRP)
Substrate Kit, Vector Laboratories, California, EEUU).
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5.3. INMUNOHISTOQUIMICA DE LA PROTEINA NUCLEAR Ki67

El protocolo que se sigui6 para el marcaje de la proteina nuclear Ki-67 fue el
siguiente: después de lavar los tejidos a temperatura ambiente con PBS, las secciones en
free-floating se incubaron en H20: al 2% en metanol durante 10 min para inactivar la
peroxidasa enddgena. Después de los lavados, se incubaron en solucion de desenmascarado
(buffer citrato 10 mM, pH=9,0) para facilitar la presentacion del antigeno, durante 30 min
a 80°C, dejandose enfriar durante 20-30 min. Después de nuevos lavados, las secciones se
incubaron en solucion de bloqueo (Tris 50 mM pH=7,4, NaCl 0,1 M, 5% Triton X-100, 1%
suero de burro, 1% albumina sérica bovina) durante 30 min, y posteriormente se incubaron
con el anticuerpo monoclonal rabbit anti-Ki67 toda la noche a 4°C en solucion de bloqueo.
Tras varios lavados en PBS las secciones se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h
con el anticuerpo secundario burro anti-conejo biotinilado en solucion de bloqueo seguido
de la amplificacion con el complejo avidina-biotina durante 30 min. Las células positivas

para Ki67 se marcaron con el cromégeno DAB.

5.4. INMUNOHISTOQUIMICA DE c-Fos

Segun el protocolo descrito (Felix-Ortiz et al, 2016) las secciones fueron lavadas en
PBS, incubadas 10 min en H202 al 0,03% en PBS, lavados en PBS, ¢ incubadas a
temperatura ambiente en solucion de bloqueo PBS-TS (0,2% Triton X-100/ 2% suero de
burro) durante 1 h a temperatura ambiente. Las secciones se incubaron con el anticuerpo
primario rabbit anti-c-Fos en solucion PBS-S (2% suero de burro) durante toda la noche a
4°C. Las secciones fueron lavadas en PBS-T (0,2% Triton X-100), e incubadas con el
anticuerpo secundario burro anti-conejo biotinilado durante 2 horas en la solucion de
bloqueo a temperatura ambiente. Posteriormente, las secciones se lavaron, se amplifico la
senal incubando con el complejo avidina-biotina (Vectastain ABC HRP kit, standard
peroxidase, Vector Laboratories, California, EEUU) durante 30 min, y se lavaron con PBS.
Finalmente, las células c-Fos positivas se visualizaron mediante el cromégeno DAB (DAB

Peroxidase (HRP) Substrate Kit, Vector Laboratories, California, EEUU).
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6. FUNCIONALIDAD DE RECEPTORES MEDIANTE
ESTUDIOS DE FIJACION DE [**S]|GTPyS

6.1. BINDING FUNCIONAL: FIJACION DE [*S]GTPyS INDUCIDA
POR LA ACTIVACION DEL RECEPTOR 5-HTia

Los experimentos de cuantificacion del nivel de activacion de proteinas G mediante
la incorporacion de [**S]GTPyS tras la activacion de los receptores 5-HTia en
homogeneizados de corteza (Cx) de raton, se llevaron a cabo siguiendo las condiciones

descritas por Pilar-Cuéllar et al. (2016) con ligeras modificaciones.

6.1.1. PREPARACION DE LAS MEMBRANAS

Las muestras de Cx se homogeneizaron en 10 volimenes (p/v) del tampdén de
homogeneizacion 1 (Tris-HCI 50 mM, pH=7,6, sacarosa 0,32 M), empleando un
homogeneizador (Polytron Ultraturrax® T-25, Carolina del Norte, EEUU) a velocidad
maxima (800 r.p.m.), 3 veces durante 10 s a 4°C. El homogeneizado se centrifug6 a 900 x
g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se centrifugd a 48000 x g durante 25 min a 4°C, y
el pellet conseguido se resuspendio en 10 volimenes de tampon de homogeneizacion 2
(Tris-HC1 50 mM pH=7,5, NaCl 100 mM, MgCl> 3 mM, EGTA 1mM, DTT 1mM). El
homogeneizado obtenido se incubd durante 15 min a 37°C, de este modo conseguimos
eliminar los neurotransmisores enddgenos, y se dejo enfriar a 4°C. Seguidamente este
homogeneizado se centrifugd a 48000 x g durante 25 min a 4°C. El pellet obtenido se

guard6 a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

6.1.2. ENSAYOS DE BINDING FUNCIONAL: FIJACION DE [¥*S]GTPyS
INDUCIDA POR LA ACTIVACION DEL RECEPTOR 5-HT1a

Las alicuotas de homogeneizado de Cx obtenidas, se descongelaron y se
resuspendieron en un volumen final de 250 pL/tubo (20-40 pg/mL de proteina) en tampdn
de incubacion (Tris-HC1 50 nM, pH=7,4, MgCl> 3 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1 mM, DTT
1 mM, GDP 300 uM, adenosina deaminasa 10 mU/mL). La concentracién de proteina

presente se determind utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar, aplicando

80



Material y Métodos

el método Lowry modificado (DC™

Protein Assay, BioRad), y cuantificando a 620 nm de
longitud de onda, en un lector de placas Mithras LB 940 (Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Alemania). Las muestras procedentes de los homogeneizados de membrana se

utilizaron en las siguientes condiciones experimentales:

- Fijacién basal: [*>S]GTPyS 0,1 nM

- Fijacién inducida por el agonista 5-HT1a: [*>S]GTPyS 0,1 nM + (+) 8-OH-DPAT
(10°-10 M)

- Fijacién no especifica: [*>S]GTPyS 0,1 nM + GTPyS 10° M

Después de incubar las diferentes condiciones durante 30 min a 30°C, se procedio a
separar el radioligando unido a la fraccion de membranas de aquel que permanece libre
mediante 3 filtraciones rapidas de 5 min con tampén de lavado (Tris-HC1 50 mM, pH=7.4).
El proceso se realiza mediante vacio, utilizando un sistema de filtrado simultaneo (Cell
Harvester M-24R, Maryland, EEUU) a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/B),
pretratados en tampon de lavado. Una vez realizados los lavados, los filtros se dejaron secar
y se colocaron en viales de plastico que contenian 2 mL de liquido de centelleo (Ultima
Gold XR, Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU). Por ultimo, se cuantificé la radioactividad
retenida en los filtros, empleando un contador de centelleo liquido (Packard Tri-Carb 2200,

California, EEUU).

6.1.3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y REPRESENTACION GRAFICA

La interaccion de un ligando con su receptor responde a la ley de accion de masas,
debido a que esta interaccion no es lineal con respecto a la concentracion del ligando,
concentracion de proteina (receptores) o el tiempo de interaccion. Por ello, el analisis
mediante una regresion no lineal, es el método matematico mas preciso de analisis en este

tipo de ensayos.

La fijacion de radioligando obtenida en la condicion no especifica se resto del resto
de las condiciones. El efecto del agonista se representd como el porcentaje de estimulacion
especifica de la fijacién de [*S]GTPyS sobre el valor de fijacion basal, para cada
concentracion del agonista (£) 8-OH-DPAT. Estos valores se ajustaron a una curva
concentracion-respuesta mediante un analisis de regresion no lineal realizado con la ayuda

del programa informatico GraphPad Prism 6® (GraphPad Software, California, EEUU). A
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partir de este ajuste se obtuvieron los parametros farmacologicos de potencia, expresado
como logaritmo negativo de la concentracion eficaz 50 (pEC50) y de eficacia (porcentaje

de estimulacion maxima, % Emax).

6.2. AUTORRADIOGRAFIA FUNCIONAL: FIJACION DE [*S]GTPyS
INDUCIDA POR LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES 5-HT1a Y
5-HTi

La autorradiografia funcional nos permite conocer la localizacion y el nivel de
activacion de un receptor por un agonista especifico. Esto nos proporciona informacion
sobre la eficacia del acoplamiento entre el receptor y la proteina G, primer paso intracelular

en la cascada de sefializacion después de la activacion del receptor.

6.2.1. PREPARACION DE LOS TEJIDOS

Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical, los cerebros se
sacaron rapidamente, se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -80°C hasta el
momento de su utilizacion. Mediante un criostato (Microm International GmbH, Thermo
Fisher Scientific, Massachusets, EEUU), se obtuvieron cortes coronales de 14 um de
grosor, de los niveles anatdmicos relevantes para los diferentes estudios, de acuerdo con el
atlas de raton de Paxinos y Franklin (2001). Dichas secciones se dispusieron sobre
portaobjetos Superfrost Plus® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU), y se

almacenaron a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

6.22. METODOLOGIA DEL MARCAJE AUTORRADIOGRAFICO CON
[33S]GTPyS TRAS ESTIMULACION DEL RECEPTOR 5-HT1a

La autorradiografia se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito previamente
(Castro et al, 2003) con ligeras modificaciones. Inicialmente las secciones fueron
preincubadas a 25°C durante 30 min en tampén de preincubacion (Tris-HCI 50 mM,
pH=7,4, EGTA 0,2 mM, NaCl 100 mM, MgCl> 3 mM, GDP 2 mM, DTT 1 mM).

Seguidamente se realizé una incubacion de 2 h a 25°C en el mismo tampdn afnadiéndole
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adenosina deaminasa 10 mU/mL y el radioligando [**S]GTPyS 0,05 nM en ausencia
(fijacion basal) o presencia (fijacion especifica) del agonista selectivo del receptor 5-HTia
() 8-OH-DPAT. Para determinar la fijacion inespecifica del radioligando, se incubd otra
serie de secciones con GTPyS 10 pM no marcado radiactivamente. Tras la incubacién se
realizaron dos lavados de 15 min a 4°C con el tampdn de lavado (Tris-HC1 50 mM, pH=7,4),
seguido de un aclarado en agua destilada a la misma temperatura. Para finalizar, los cortes
se dejaron secar por medio de una corriente de aire frio. Una vez secos se procedid a la
exposicion de las secciones tisulares a films sensibles a *3S (Biomax MR, Kodak, Madrid,
Espafia), en chasis herméticos a la luz durante 3 dias a -20°C. Para visualizar la sefial del
radioligando, la pelicula fotografica se revel6 durante 5 min a temperatura ambiente en
revelador LX24 (Kodak, Madrid, Espafia), y se fijé durante 5 min mediante el fijador AL4

(Kodak, Madrid, Espafia), finalizando con un lavado en agua y posterior secado.

6.2.3. METODOLOGIA DEL MARCAJE AUTORRADIOGRAFICO CON
[3S]GTPyS TRAS LA ESTIMULACION DEL RECEPTOR 5-HT3s

El procedimiento utilizado en el marcaje autorradiografico tras la estimulacion del
receptor 5-HT1s, se realizo de igual modo que en el apartado anterior, pero utilizando para
la condicién de estimulacion especifica, el agonista selectivo para el receptor 5-HTis
CP94,253. En este caso, la composicion del tampon de incubacion fue similar al utilizado
para el estudio del receptor 5-HT1a, pero conteniendo una concentracion de GDP 1 mM.
Tras la realizacion del experimento autorradiografico, la exposicion para la visualizacion

de la funcionalidad del receptor 5-HTis fue de 2 dias.

6.2.4. CUANTIFICACION DE LOS AUTORRADIOGRAMAS Y ANALISIS DE
LOS RESULTADOS

Los autorradiogramas se digitalizaron utilizando un escaner (SNAPSCAN 1236,
AGFA, Mortsel, Bélgica). La cuantificacion de los autorradiogramas se realiz6 mediante
densitometria Optica utilizando el programa informatico de imagen digital gratuito ImageJ
(National Institute of Mental Health, NIMH, Maryland, EEUU). ImagelJ permite cuantificar

los niveles de gris en el drea anatdmica a analizar, y transformarlos en nCi/g de tejido. Esto
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se consigue exponiendo junto con los tejidos una serie de estandares de '*C formados por
un polimero sintético que posee las mismas caracteristicas de peso especifico que el tejido
cerebral y constan de bandas que contienen diferentes concentraciones conocidas de
radiactividad. De este modo podemos generar una curva de calibracion en base a la cual

poder transformar los valores de densidad optica.

Los valores de la fijacion especifica de [*°S]GTPyS tras estimulaciéon de los
receptores, se calcularon sustrayendo los valores de la fijacion no especifica a las
condiciones de fijacion basal y estimulacion especifica. Estos valores se expresaron como,

porcentaje de estimulacion especifica sobre la actividad basal (100%).

7. MEDIDA DE LA TEMPERATURA CORPORAL

Los experimentos se llevaron a cabo en una habitacion termostatizada 21,040,5°C
entre las 10 y las 14 h. La medida de la temperatura corporal se realizd6 mediante la
introduccion de una sonda termosensible (2 cm) acoplada a un termometro digital, en el
recto del animal, tomando la medida de la temperatura cuando ésta fue estable o pasados

15 s.

7.1. STRESS-INDUCED HYPERTHERMIA (SIH) O HIPERTERMIA
INDUCIDA POR ESTRES

La prueba evaltia los incrementos de temperatura en respuesta a un estrés agudo,
controlado por el sistema nervioso autdbnomo. La hipertermia inducida por estrés es facil de
medir, reproducible y estable a lo largo del tiempo. Este test posee una excelente validez
predictiva, de hecho, muchos farmacos ansioliticos han mostrado una reduccion dosis

dependiente de esta hipertermia inducida por estrés (Bouwknecht et al, 2007).

Para la evaluacion de la hipertermia inducida por estrés se siguio el protocolo
previamente descrito (Vinkers et al, 2008), con ligeras modificaciones. Las medidas de
temperatura se realizaron a tiempo 0 (T1), y tras 15 min (T2), la temperatura inducida por
el estrés se obtuvo de la diferencia entre T1 y T2 (SIH = T2 — T1). El factor estresante se

considera la propia toma de temperatura (Bouwknecht et al, 2007).
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7.2. MEDIDA DEL EFECTO HIPOTERMICO INDUCIDO POR LA
ACTIVACION DE LOS RECEPTORES 5-HT1aY 5-HT1g

Para la realizacion de los experimentos nos basamos en el protocolo previamente
descrito (Zazpe et al, 2006) con ligeras modificaciones. Las temperaturas basales fueron
determinadas como promedio de tres medidas realizadas a intervalos de 15 min.
Posteriormente se les administré a los animales, dependiendo del grupo experimental, los
agonistas selectivos del receptor 5-HTia ((£) 8-OH-DPAT, 0,5 y 0,18 mg/kg, i.p.), del
receptor 5-HTis (CP94,253, 10 mg/kg, i.p.), o suero salino como vehiculo, y se tomaron
medidas de temperatura a intervalos de 15 min hasta el minuto 90 después de la

administracion.

El efecto sobre la temperatura corporal inducido por los diferentes agonistas o por
la administracion del vehiculo, se expresé como la diferencia entre la temperatura obtenida
en cada punto y el promedio de los basales obtenidos previa administracion del agonista en
°C (promedio+S.E.M.). Los valores para el tiempo 0 se obtuvieron sustrayendo al promedio
de los basales de todos los animales del grupo experimental, el promedio de cada animal

en concreto.

8. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA
MEDIADA POR LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES
5-HT4 EN ESTRIADO

La adenilato ciclasa (AC) es una proteina implicada en la transduccion de sefiales
en el interior de la célula, constituyendo el siguiente paso intracelular tras la activacion del
receptor y su correspondiente proteina G. Esta enzima cataliza la transformacion del ATP
para originar el segundo mensajero AMP ciclico ((AMP). La actividad de la AC puede
estar regulada por dos subtipos de proteinas G: las proteinas Gs o estimuladoras, por lo que
tras su activacion se induciria la produccion de cAMP; y las proteinas Gi o inhibitorias, tras
la activacion de las cuales se inhibiria la actividad de la enzima resultando en una

disminucion en los niveles de cAMP.
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El protocolo utililizado para la evaluacion de la actividad adenilato ciclasa tras la
estimulacion de los receptores 5-HTas, fue el descrito previamente (Hall, 1934; Pascual-

Brazo et al, 2012; Valdizan et al, 2003) con ligeras modificaciones.

8.1. PREPARACION DE LAS MEMBRANAS

Las muestras de estriado se homogeneizaron en 60 volumenes (p/v) de tampon de
homogeneizacion 1 (Tris-HCI 20 mM, pH=7.4, sacarosa 0,32 M, EGTA 5 mM, EDTA 2
mM, DTT 1 mM y 25 pg/ml de leupeptina), empleando un homogeneizador (Potter-
Elvehjem Homogenizers) a velocidad méxima (800 r.p.m.), 3 veces durante 10 s a 4°C. El
homogeneizado se centrifugd a 500 x g durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se recogid y
se centrifugo a 13000 x g durante 15 min a 4°C. El pellet se resuspendio en 60 volumenes
de tampon de homogeneizacion 2 (Tris-HCI 20 mM, pH=7,4, sacarosa 0,25 M, EGTA 1,2
mM, MgCl> 6 mM, DTT 3 mM, 25 pg/ml de leupeptina), y se utiliz6 inmediatamente para

el ensayo.

8.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA MODULADO
POR LA ACTIVACION DEL RECEPTOR 5-HT,4

Los homogeneizados de estriado (25-50 pg de proteina) se preincubaron a 4°C
durante 15 min en el tampon de reaccion (Tris-HCI 75 mM, pH=7,4, MgCl> 5 mM, EGTA
0,3 mM, sacarosa 60 mM, DTT 1mM) en presencia de 3-isobutil-metil-xantina (IBMX) 0,5
mM como inhibidor de fosfodiesterasas; y de fosfocreatinina 5 mM, creatina fosfoquinasa
50 U/mL y mioquinasa 5 U/mL como sistema regenerador de nucleotidos ciclicos. Las
diferentes condiciones experimentales fueron: actividad basal (sin agonista) y estimulacion
especifica mediada por el receptor 5-HT4, mediante el agonista selectivo zacoprida 10 uM.
La reaccion se inici6 por la adicion de ATP-Mg 0,2 mM, y se incub6 durante 10 min a
37°C. A continuacion, la reaccién se finaliz6 llevando las muestras a ebullicion durante 5
min, tras los cuales se centrifugaron a 14000 x g por 5 min. Finalmente, se determiné el
contenido de cAMP en 50 uL de sobrenadante de cada muestra mediante el kit comercial
Cyclic AMP competitive ELISA (Thermo Scientific, Massachusetts, EEUU), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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8.3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los valores de cAMP en las diferentes condiciones experimentales fueron obtenidos
a partir de una recta de calibracion utilizando concentraciones conocidas de cAMP, asi
como en funcidn del contenido proteico de las muestras, expresandose los resultados en
pmol de cAMP/min/mg de proteina. El efecto de la zacoprida se defini6 como porcentaje
del efecto estimulatorio para cada concentraciéon de zacoprida respecto al valor basal

(100%).

9. ESTUDIOS DE MICRODIALISIS CEREBRAL IN VIVO

9.1. CONSTRUCCION DE LAS SONDAS DE MICRODIALISIS

La construccion de las sondas de microdidlisis y su uso en ratones se realizd de
acuerdo a lo descrito previamente (Adell & Artigas, 1998). La sonda est4d formada por un
tubo de acero inoxidable 25G (didmetro externo: 0,51 mm, y didmetro interno: 0,33 mm)
(A-M Systems, Whashington, EEUU) de 1,5 cm de longitud. A través de este tubo se
insertan dos tubos de silica fundida (didmetro externo: 0,11 mm, y diametro externo: 0,04
mm) (Composite Metal Services Ltd, Harlow, Reino Unido), y se recubren los tubos de
silica que sobresalen por la parte superior con dos tubos de acero inoxidable de 7 mm de
longitud y 27G (didmetro externo: 0,41 mm, y didmetro interno: 0,2 mm). Para sellar la
unién entre los tubos metalicos de 25G y 27G se usa una mezcla de Araldit® (Ciba-Geigy,
Basilea, Suiza) y posteriormente, cemento dental TAB 2000® (Kerr Company, California,
EEUU). Finalmente, se conectan dos tubos de polietileno (diametro externo: 0,61 mm, y
diametro interno: 0,2 mm) (Portex Ltd., Kent, Reino Unido) a los dos tubos de 27G,
protegiendo dicha union mediante una funda de plastico termofundible. Pasados unos dias
desde la construccion del esqueleto de la sonda, se corta el tubo de silica a la medida
adecuada (2 mm) y se introduce la membrana de didlisis (Cuprophan Gambro, Lund,
Suecia) en el interior del tubo de 25G, de manera que la silica queda recubierta por ésta. El
final de la membrana y el del tubo de 25G se sellan con Loctite® gel. La membrana es una
fibra hueca de celulosa (didmetro externo: 0,25 mm, y didmetro interno: 0,22 mm) con un

tamafio de poro que permite el paso de moléculas de peso inferior a 5 KDa.
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9.2. IMPLANTACION DE LAS SONDAS DE MICRODIALISIS Y
OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Para la implantacion de las sondas de microdidlisis, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sédico (40 mg/kg i.p), y colocados en un aparato
estereotaxico (David Kopf instruments, California, EEUU). A continuacion, se practico una
incision longitudinal en la parte superior de la cabeza, separando la piel para dejar el craneo
al descubierto. Las coordenadas se calcularon de acuerdo al atlas de cerebro de raton
Paxinos y Franklin (2001). Las sondas de microdialisis se implantaron en corteza prefrontal
infralimbica (IL; AP (+2,2), L (-0,2), DV (-3,4)) en los animales cKO B-catenina y sus
respectivos controles, y en ntcleo dorsal del raphe (DRN; AP (-4,5), L (-1,0), DV (-4,2)
con un angulo de inclinacion de 20°), en los animales en los que silenci6 mTOR de forma
aguda. Una vez establecidas las coordenadas, se realiz6 un agujero en el craneo sin llegar
a romper las meninges. A continuacion, se realizaron dos agujeros mas en forma triangular
para colocar unos tornillos que permitirian el correcto anclaje de la sonda. Finalmente, se
procedio a la introduccion de la sonda. Para ello, se tomo la coordenada dorsoventral, se
rompio la duramadre con ayuda de una aguja y se introdujo la sonda. Una vez alcanzada la
coordenada, se fijo la sonda al crineo con ayuda de cemento dental TAB 2000® (Kerr

Company, California, EEUU).

Una vez el animal se recuper6 y los niveles alterados de neurotransmisores como
consecuencia de la insercion de la sonda se estabilizaron, 24 h después de la cirugia se
conectaron las sondas a una bomba de perfusion (flujo constante de 1,65 pL/min) (Harvard
Apparatus Syringe infusion Pump 22, Massachusetts, EEUU). Esta bomba permite la
perfusion de LCRa mediante el uso de jeringas que se conectaron a un tubo de polietileno
(didmetro exterior: 0,61; y didmetro interior: 0,28), que a su vez se conectaron con una
pieza giratoria o swivel (Instech Laboratories, Pensilvania, EEUU) que permite al raton
moverse libremente. Esta pieza estaba conectada a la entrada de la sonda a través de un
tubo de polietileno (didmetro interior: 0,12), y un tubo idéntico unia la salida de la sonda
con un vial de polietileno (Elkay Products Inc, Massachusetts, EEUU) donde se recogio la

muestra.
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El sistema se dejo estabilizar durante 180 min, tras los cuales se empezaron a
recoger los dializados (~30 pL) cada 20 min. Las 6 primeras fracciones correspondieron a
los basales, de los que se tomaron los 4 valores mas estables para establecer la linea basal
utilizada en el analisis de datos. A continuacidn, se procedidé a la administracion de
diferentes compuestos por via intraperitoneal (i.p.) (fluoxetina) o localmente (veratridina,
bicuculina), dependiendo del experimento, y se recogieron 6-7 muestras de dializado cada

20 min.

Debido a la elevada eficacia de los sistemas de recaptacion de neurotransmisores,
los niveles de éstos en el espacio extracelular son generalmente muy bajos, por lo que, de
acuerdo con la bibliografia (Adell & Artigas, 1991), se afiadid citalopram 1 pM (inhibidor
de la recaptacion de 5-HT) a la solucion de LCRa. En presencia de estos inhibidores se
puede medir principalmente el neurotransmisor liberado, sin alterar los patrones de

liberacion.

Tanto los niveles de serotonina como de glutamato se determinaron mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplado a un detector electroquimico o

fluorescente respectivamente.

Tras los experimentos, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y
se les infundio6 solucion Fast Green (Sigma-Aldrich, Massachussets, EEUU) para asi, tras
la realizacion de secciones cerebrales a 14 pum mediante criostato, verificar la correcta
colocacion de la sonda. Aquellos animales que no presentaban la sonda en la region

deseada, fueron excluidos del analisis de datos.

10. ESTUDIOS DE NEUROIMAGEN

Los estudios de neuroimagen permiten conocer la estructura de regiones cerebrales,
los circuitos y la actividad funcional por ello, la neuroimagen constituye una de las
principales areas de investigacion de las funciones mentales, ya que permite el estudio de
regiones cerebrales y su funcionalidad la cual puede estar alterada en diferentes trastornos
mentales. La resonancia magnética (RM) se ha convertido probablemente en la principal
técnica de neuroimagen para el estudio de la estructura tanto en Neurologia, como en

Psiquiatria.
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10.1 OBTENCION DE LAS IMAGENES

La adquisicion de imégenes cerebrales por RM en los animales cKO para -
catenina, y sus correspondientes animales wildtype, se realizdé en un sistema 9,4 T MR
(Bruker Biospin, Ettlingen, Alemania) con gradientes de 440 mT/m y empleando una
antena de volumen para raton (Neos Biotec, Pamplona, Espafia). Los animales se
introdujeron en la “cuna” del escaner donde se encuentra acoplada una mascarilla,
permitiendo mantener al animal anestesiado durante todo el proceso, evitando asi artefactos
producidos por el movimiento del animal. Para ello se utiliz6 una mezcla de gases con flujo
adecuado (O2 (0,2-0,5 L/min)/N2 (0,8-1 L/min)) y anestésico (sevoflurano 4%). El animal
se monitorizo para controlar la respiracion, y se recubrio con una almohadilla térmica para
mantener constante la temperatura corporal. Una vez la respiracion se estabilizd, se
procedi6 a realizar un wobble o sintonizacion de los canales del emisor y receptor de la
antena empleada, con lo que conseguimos que la sefial se maxima. En este punto el sistema,
automaticamente, realiza una serie de ajustes locales de la zona que se desea estudiar en

funcion de la ganancia detectada tras el ajuste.

Las secuencias empleadas en nuestro estudio por RM fueron las siguientes:

- Un triplot, que genera tres imagenes en los planos axial, coronal y sagital que

permiten colocar de forma precisa la cabeza del animal en el isocentro del iméan.

- Dos secuencias rare, con las que conseguimos obtener 14 cortes axiales y 14 cortes
coronales de la cabeza del animal y gracias a las cuales podemos previsualizar para

seleccionar las zonas especificas que se desean evaluar.

- Imagen con peso T2 (T2-w), potenciando el tiempo de relajacion en el eje
transversal que depende de la interaccion spin-spin. Estas imdgenes se obtuvieron

programando los siguientes parametros en el sistema de RM 9,4 T MR:
- TE/TR (ms): 9:9/2500 (12 ecos)
- FOV (field of view, mm?): 19,2 x 19,2 = 38,4
- Band Width (KHz): 75

- Flip angle: 180°
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- Grosor del corte (mm)/numero de cortes: 0,7/18 (orientacion axial)
- Resolucién: 100 um/pixel
- Acumulaciones / tiempo de secuencia (minutos): 3/28

Una vez las secuencias finalizaron, se retir6 al animal y se le permitio recuperarse
en un lugar ventilado colocando una ldmpara de calor sobre la jaula. Una vez recuperados

los animales se trasladaron al estabulario.

10.2 ANALISIS DE LAS IMAGENES

Después de la obtencion de las imagenes, se procedi6 a la cuantificacion de las
mismas, para lo que se utilizd el programa informatico de imagen digital y de dominio
publico ImageJ (National Institute of Mental Health, NIMH, Maryland, EEUU). ImageJ
nos permitd una delineacion de las regiones de interés (ROI) dentro de los cortes.
Realizando esta segmentacion manual de las imagenes obtenidas, mediante pluggins
especificos desarrollados por el programa, pudimos obtener tanto iméagenes cualitativas
resultantes de la superposicion de los diferentes tiempos de eco, como imagenes

cuantitativas con mapas de tiempos T2 de cada uno de los cortes.

Para realizar el estudio se contabiliz6 el volumen de 16 de los 18 cortes que nos
proporcioné la resonancia, aquellos mas homogéneos entre las dos poblaciones, y se
multiplicaron por 0,7 mm (grosor del corte) obteniéndose asi el volumen total del cerebro.
Para el calculo del area del hipocampo, estructura relevante en el estudio, se realizo el
mismo procedimiento en 4 de los cortes obtenidos que contenian esta area cerebral. Los
resultados obtenidos se normalizaron, dividiendo el volumen del hipocampo entre el

volumen total del cerebro.

Ademas del analisis volumétrico del hipocampo por RM, también se realizo una
caracterizacion del tejido de esta estructura mediante su valor de relajacion T2, que ha
demostrado ser un indicador en otras enfermedades neuroldgicas como el Alzheimer (Luo
et al, 2013). También se utilizo6 el software Imagel para el analisis, procesado y medida de

las imagenes de resonancia.

Las determinaciones de volumen se han llevado a cabo sumando todos los ecos de

la secuencia T2, segmentando manualmente el hipocampo de los animales y midiendo su
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volumen por la relacion pixel-mm dada por la secuencia de adquisicion. Los mapas T2
fueron calculados ajustando las imagenes obtenidas a una ecuacion “S = A+exptTET2”
donde TE es el tiempo de eco, parametro caracteristico de la secuencia utilizada. Ademas
de éstas, fue necesario hacer una colocalizacion de ambas imagenes (suma de ecos y mapa
T2) para determinar los valores de T2 en el volumen medido. Para ello, a partir de la suma
de ecos se obtuvo una mascara donde el hipocampo tiene el valor 1 y el resto de la imagen
(cerebro, musculo, piel, etc) tiene un valor 0. Asi al multiplicar esta mascara por el mapa
T2, los pixeles distintos de cero seran exclusivamente aquellos que queremos medir y asi

podremos determinar el valor medio de T2 en el hipocampo.

11. EXPERIMENTOS DE HIBRIDACION IN SITU PARA LA
DETECCION DEL mRNA DE mTOR Y BDNF.

La hibridacion in situ consiste en la visualizacion de la localizacion anatoémica del
acido ribonucleico mensajero (messenger rinonucleic acid, mRNA) que codifica para una
proteina en secciones tisulares, basandose en la capacidad de éste para formar hibridos con

sondas complementarias a su secuencia de nucleotidos.

11.1. PRETRATAMIENTO DE LOS TEJIDOS

Previo a la realizacion del experimento de hibridacion in situ, las secciones fueron
tratadas siguiendo el protocolo descrito anteriormente con ligeras modificaciones (Pei et al,

1997).

Las secciones de 14 um de grosor adyacentes a las utilizadas en los estudios de
autorradiografia funcional, y conservadas a -80°C, se atemperaron y se fijaron en
paraformaldehido al 4% en PBS (Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,4 mM, NaCl 136 mM, y KCI
2,6 mM) durante 20 min a 4°C. Seguidamente, los portas fueron lavados dos veces en PBS
durante 5 min, e incubados durante 2 min en una soluciéon de pronasa predigerida
(Calbiochem, California, EEUU) a una concentracion final de 24 U/mL en Tris-HCI 50
mM, pH=7,5 y EDTA 5 mM para facilitar el acceso de la sonda al interior de la célula. La

actividad proteolitica se interrumpidé mediante la inmersion (30 s) de las secciones en una
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solucion de 2 mg/mL de glicina en PBS. Finalmente se lavaron los tejidos 2 veces durante
30 s con PBS y se deshidrataron mediante un gradiente creciente de etanol (70%, 80%, 90%

y 100%) dejandolos secar completamente previa utilizacion.

11.2. PROTOCOLO DE HIBRIDACION IN SITU

Para la deteccion de los mRNA correspondientes a mTOR y BDNF, se emplearon
las siguientes sondas de oligonucleotidos antisentido complementarias a mTOR (5°-ACT
GCC CTG TAA AAG GCT CCA TCG TGG GTG TCC CGT GGG ATC ATG-3’,
NM_020009.2) y BDNF (5’-GGT CTC GTA GAA ATA TTG GTT CAG TTG GCC TTT
TGA TAC CGG GAC-3', (Zetterstrom et al, 1998) y se procedio siguiendo el protocolo
previamente descrito (Ferres-Coy et al, 2016). Los oligonucleotidos (2 pmol) fueron
individualmente marcados en el extremo 3’ con [**P]a-dATP (>2500 Ci/mmol; Perkin
Elmer, Massachusetts, EEUU) en presencia de la enzima desoxinucleotidil transferasa

terminal (TdT) (Calbiochem, California, EEUU).

Las sondas marcadas radioactivamente se diluyeron en una solucién compuesta por:
formamida 50%, 4x SSC, 1x solucion de Denhart (ficoll 0,02%, polivinilpirrolidona 0,02%,
albumina sérica bovina 0,02%), sulfato de dextrano 10%, sarcosil 1%, tampon fosfato 20
mM, pH=7,0, 250 pg/mL de tRNA de levadura y 500 puL/mL de DNA de esperma de
salmon. Las concentraciones finales de las sondas marcadas radioactivamente en el tampon
de hibridacion fueron ~1,5 nM. En este punto, las secciones de tejido se incubaron con 70
uL de esta solucion y se recubrieron con Nescofilm (Bando Chemical Ind., Kobe, Japan)
para evitar la evaporacion, incubandose durante toda la noche a 42°C en ambiente himedo.
Para establecer el marcaje no especifico, secciones adyacentes fueron incubadas con un
exceso de sondas sin marcar (x50), provocando el desplazamiento completo de la sonda
radioactiva de sus lugares de hibridacion. Al dia siguiente se realizaron 4 lavados de 45 min

en tampon de lavado (Tris-HCI 10 mM, pH=7,5, NaCl 0,6 M) a 60°C.

Para visualizar la sefial de hibridacion, las secciones se expusieron a una pelicula
fotografica Biomax-MR (Kodak, Madrid, Espafia) a -80°C durante 7 dias para mTOR, y 2
dias para BDNF.
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11.3. CUANTIFICACION DE LOS AUTORRADIOGRAMAS Y
ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los autorradiogramas se analizaron con la ayuda de un analizador de imagenes
asistido por ordenador (MCID, Mering, Alemania). El sistema fue calibrado con
microescalas de estandares (*C), pudiéndose asi obtener la equivalencia en fmol/mg de
proteina. Tras la calibracion y la eliminacion de las densidades del fondo, las densidades
oOpticas relativas fueron evaluadas en diferentes estructuras cerebrales, en secciones
adyacentes, y por duplicado para cada animal estudiado, realizandose el promedio de las
mismas. El programa permite cuantificar los niveles de gris en el area a cuantificar, y los
transforma en densidades oOpticas. Los resultados se expresan en valores de densidad optica

relativa.

12. ESTUDIOS DE EXPRESION DE PROTEINAS
MEDIANTE WESTERN BLOT.

12.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras se descongelaron y homogeneizaron (1:15, p/v) en tampoén sin
detergentes (Hepes 10 mM, pH=7,9, KCl 100 mM, MgCl. 1,5 mM, conteniendo los
siguientes inhibidores de proteasas y fosfatasas: PMSF 1 mM, aprotinina 0,03 mM
leupeptina 0,02 mM, pepstatina 0,01 mM, antipaina 0,02 mM, quimostatina 0,02 mM,
NaVO0s3 1 mM, y NaH2PO4 1 mM), usando un homogeneizador (Polytron Ultraturrax® T-
25, Carolina del Norte, EEUU) a velocidad maxima (800 r.p.m.). Después se realizd un
lisado durante 30 min en hielo, afiadiendo tampdn con detergentes (Hepes 10 mM, pH=7.9,
KCI1 10 mM, MgClz 1,5 mM, Igepal 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%, CHAPS
2,5 mM). Se centrifugd a 14.000 x g durante 10 min a 4°C y se recogieron las proteinas
solubilizadas en el sobrenadante. La cantidad de proteina presente en las muestras se

determind mediante el método propuesto por Lowry (Lowry et al, 1951).
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12.2. PREPARACION DE LOS GELES DE ACRILAMIDA

Los geles de separacion, acordes con los pesos de las proteinas a cuantificar, fueron
del 8,5 % y del 15% de acrilamida. La composicion total de éstos fue: 40% bisacrilamida,
tampon de separacion (Tris-HC1 0,4 M, pH=8,8, SDS 2,5%). Para iniciar la polimerizacién
afladimos 10% de APS y TEMED 0,25%. Esta solucion se vertié entre los vidrios,
afiadiendo agua destilada hasta su polimerizacion. Posteriormente, se elimind el exceso de
liquido de la superficie y se afiadio el gel concentrador o stacking: 40% bisacrilamida,
tampon de concentracion (Tris-HCI 0,4 M, SDS 2,5%, pH=6,8, rojo fenol, APS 10% vy,
para iniciar la polimerizacion TEMED 0,25%), colocando un peine para la formacioén de

los pocillos en los que posteriormente se dispondran las muestras.

12.3. ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS
A LA MEMBRANA

Para la migracion de las proteinas, se colocaron los geles en tanques con tampon de
migracion (Tris 20 mM, glicina 0,2 M, SDS 1%). Se cargaron 15 pL de cada una de las
muestras, conteniendo 50-75 pg de proteina, y se inici6 la electroforesis con una primera
etapa de 100 V durante 15 min, seguido de 50 min a 160 V. Finalizada la migracion, se
extrajeron los geles y se sumergieron en tampon de transferencia (Tris 20 mM, glicina 0,2
M y 20% de metanol), durante 30 min. Posteriormente, se realizo la transferencia de las
proteinas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, California, EEUU), en tampén de
transferencia a 100 V, durante 90 min para proteinas con peso molecular mayor de 40 KDa,
y para proteinas con peso molecular menor de 40 KDa, 35 min a 400 mA. El proceso de

transferencia se realizo a 4°C.

12.4. BLOQUEO, INCUBACION Y DETECCION

Con este paso se elimina la union inespecifica de anticuerpos a la membrana de
nitrocelulosa. Para ello, incubamos durante 1 h las membranas con leche desnatada en
polvo al 5% en TBS-T (Tris-HCI 50 mM, pH=7,6, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%) a

temperatura ambiente. En el caso de las proteinas fosforiladas, las membranas se incubaron
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en TBS-T conteniendo 3% de leche desnatada y anadiendo NaVO3 1 mM y NaH2PO4 1 mM
como inhibidores de fosfatasas. A continuacion, se incubaron las membranas con los
anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C, en tampon de incubacion (de igual
composicion que el de bloqueo). La tabla 4 muestra los anticuerpos primarios y

secundarios, las diluciones empleadas en los experimentos y sus proceedores.

Tabla 4. Relacion de anticuerpos y sus respectivas concentraciones, utilizados para la

cuantificacion de dichas proteinas mediante western blot.

ANTICUERPOS (dilucion) PROVEEDOR

Rabbit anti-mTOR (1:1000) Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Rabbit anti-p_mTOR (1:500) Cell Signaling Technology,

Massachusetts EEUU

Rabbit anti-4EBP1 (1:500) Cell Signaling Technology,
Massachusetts, EEUU

Rabbit anti-p_4EBP1 (1:500) Cell Signaling Technology,

Massachusetts, EEUU

Mouse anti-GAPDH (1:20000) Santa Cruz Technologies, Texas, EEUU

Goat anti-Rabbit IlgG—Peroxidase
antibody (1:200)

Goat anti-Mouse 1gG (Fab)-
Peroxidase antibody (1:200)

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU

Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados en TBS-T de
15 min, y posteriormente las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios
correspondientes (tabla 4) en tampon de incubacion durante 1 h. Finalmente, se realizaron
3 lavados en TBS-T, y los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano,

se detectaron con el kit avanzado ECL (GE Healthcare Europe Gmbh, Munich, Alemania).

12.5. CUANTIFICACION DENSITOMETRICA

La cuantificacion de las bandas se llevd a cabo mediante densitometria con un

programa informatico de analisis de imagen gratuito ImagelJ (National Institute of Mental
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Health, NIMH, Maryland, EEUU). Los valores obtenidos con estos anticuerpos se
normalizaron con los valores obtenidos con la proteina house-keeping gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) para

corregir cualquier posible desviacion en la carga de proteinas.

13. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA: PCR
CUANTITATIVA (gPCR)

Esta técnica es una variante de la PCR disefiada para cuantificar el producto de la
amplificacion de DNA, de manera simultanea después de cada ciclo de amplificacion del
gen diana. En nuestro caso se utilizaron las muestras de corteza frontal de cerebros
postmortem de humano (muestras citadas en apartado 1.3, tabla 1), para determinar el

estado de la via de mTOR (mTOR, 4EBP1 y sus formas fosforiladas, y p70S6K).

13.1. EXTRACCION DE RNA

El RNA total de las muestras de cerebro postmortem se extrajo utilizando TRI
Reagent® (Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU) siguiendo el protocolo descrito por la casa
comercial. Brevemente, las muestras de FCx (50-100 mg) se homogeneizaron en 1 mL de
TRI Reagent® (solucion monofisica de fenol y guanidin tiocianato), y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 min. Tras afiadir 200 pl de cloroformo, las muestras se
invirtieron, se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugaron a 12.000
x g a 4°C durante 15 min. De las tres fases obtenidas, se transfiri6 la fase superior acuosa
conteniendo el RNA a otro tubo, se afiadieron 500 pl de isopropanol, se incubaron durante
10 min a temperatura ambiente, y se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 min a 4°C. El
pellet obtenido se lavo con 1 mL de etanol 75%, y se centrifugo de nuevo a 10.000 x g
durante 5 min a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet. Finalmente, se
resuspendié en H20-DEPC. La calidad y la concentracion del RNA en las muestras se
analizaron determinando la absorbancia (260-280 nm) mediante el NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU). Las muestras se conservaron a -80°C

hasta su utilizacion.
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13.2. TRANSCRIPCION REVERSA

La retrotranscripcion a DNA complementario (cDNA) se realiz6 utilizando el High
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, California, EEUU), siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. De cada muestra, se transcribieron 600 ng de RNA. Los
diferentes ciclos del proceso fueron: i) 10 min a 25°C, ii) 120 min a 37°C, iii) 5 min a 85°C

y iv) 15 min a 4°C.

13.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La expresion de los genes de mTOR vy sus efectores, 4EBP1 y p70S6K, en FCx se
determinod en triplicado, utilizando sondas complementarias a sus secuencias génicas y
SYBR® Green, mediante qPCR en un termociclador ABI PRISM 7500 (Applied
Biosystems, California, EEUU). Las sondas de oligonucleo6tidos empleadas (tabla 5) fueron
disefiadas utilizando el software Primer express (Applied Biosystems, California, EEUU).
Para la reaccion de amplificacion se utilizaron 60 ng de cDNA, 300 nM de las sondas
forward y reverse, y Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™,
California, EEUU). El protocolo de ciclado fue el siguiente: 1) un ciclo de 2 min a 50°C y
10 min a 95°C, ii) 40 ciclos de 15 s a 95°C y 60 segundos a 60°C, iii) curva de fusion o

melting curve.

Utilizando los niveles de expresion del gen de referencia GAPDH (tabla 5), se

normalizaron los niveles de expresion del mRNA de nuestros genes de interés.

Tabla 5. Sondas utilizadas en los estudios de expresion génica por qPCR y ntimero de acceso al
GenBank.

GEN FORWARD REVERSE referencia NCBI
mTOR  5- GAAGTTTCCAGAGAAGATTCC -3' 5- GTGATTICTGTAGTTGCCATC -3' NM 004958
4-EBP1 5-TCTGATGGAGTGTCGGAACTCA -3 5'- GGGCTAGTGACCCCAGGAA -3' NM 004095

GAPDH 5'- TGCACCACCAACTGCTTAGC -3' 5'- GGCATGGACTGTGGTCATGAG- 3' NM 002046
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13.4. ANALISIS DE RESULTADOS

En la fase exponencial de la curva de amplificacion del producto de PCR, se produce
un incremento lineal de la sefal fluorescente proporcional al producto amplificado. El
umbral de amplificacion determina los niveles de amplificacion por encima de los niveles
basales, siendo el ciclo umbral (Ct) el nimero de ciclos en el cual la cantidad de cDNA
alcanza el umbral fijado. El valor de Ct es indirectamente proporcional a la cantidad de
cDNA diana inicial, por lo que muestras con mayor cantidad de cDNA del gen estudiado

obtendran valores de Ct menores.

Los cambios relativos en la expresion de los genes diana, se determin6 mediante el
método de Ct, en base a la cantidad de mRNA de los controles internos (GAPDH)
utilizando la siguiente ecuacion: 224t donde ACt = (Ctgen diana-Ctgen control) y AACt = ACt(en
la condicion experimental)- ACt(condicion control) (Livak & Schmittgen, 2001). Los
resultados se expresan como cantidad relativa+S.E.M., siendo el valor relativo 1 la media

de los valores de la muestra de referencia.

14. ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis estadistico de los datos se realizd con el programa GraphPad Prism 6®
(GraphPad Software, California, EEUU). En todos los casos, los resultados se expresaron
como valores medios=S.E.M. Se consider6 estadisticamente significativo cuando el valor

de p fue inferior a 0,05.

La comparacidn estadistica entre dos poblaciones con distribucion normal se realizéd
mediante el test t de Student pareado, para aquellos valores comparados entre el mismo

animal, o desapareado, para aquellos valores correspondientes a animales de diferentes.

El estudio de mas de dos poblaciones compartiendo la misma variable, se llevo a
cabo mediante andlisis de varianzas de una via (one-way ANOVA). Por otro lado, cuando
dos factores podian interaccionar entre ellos se realizaron analisis de varianzas de dos vias
(two-way ANOVA). En ambos métodos, en caso de mostrar interaccion, las diferencias entre

los grupos se analizaron en mayor profundidad a través del post-hoc test Newman-Keuls.
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B-CATENINA

1. CARACTERIZACION DE LA ESPECIFICIDAD
ANATOMICA DE LA EXPRESION INDUCIBLE DE
LA RECOMBINASA Cre BAJO EL PROMOTOR
GLAST

Los ratones ROSA26-LacZ se utilizaron para comprobar la localizacion de las
células que expresan la recombinasa Cre. En los animales utilizados en este estudio, la
recombinasa Cre se encuentra bajo el promotor GLAST. Estos animales GLAST-CreERT?2,
induclibles por tamoxifeno (TMX), se utilizaron para generar tanto los animales knockout
para B-catenina, como los animales que la estabilizan. Por accion de la recombinasa Cre en
los ratones R26-LacZ se permite la expresion de la enzima B-galactosidasa, por lo que tras
la incubacion con el reactivo X-gal, podemos visualizar las células que expresan -
galactosidasa (y que por lo tanto expresan la recombinasa Cre), mediante un precipitado de

color azul.

Como se aprecia en la figura 15, la coloracion caracteristica tras la hidrolizacion del
compuesto X-gal, revela la recombinacion eficiente y especifica de la actividad
recombinasa en la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo, mientras que
la sefial no fue apreciable en las otras regiones como areas corticales. Habiendo
comprobado la especificidad de area, el resto del trabajo de tesis se centra principalmente

en analizar cambios en la SGZ del hipocampo.
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Figura 15. Localizacion anatomica de la recombinacion en cerebro de ratones GLAST-
CreERT2 evaluado mediante el marcaje de X-gal, indicativo de la expresion LacZ en
ratones R26-LacZ. Las células en las que se produjo la recombinacion se sitian en el giro
dentado del hipocampo (A), en concreto en la capa subgranular (inserto en A). Otras areas
como la corteza no muestran marcaje (B). Barra: 50 pm.

2. CARACTERIZACION DEL RATON
KNOCKOUT CONDICIONAL PARA  B-
CATENINA

Los siguientes experimentos fueron realizados para comprobar los efectos
conductuales, neuroquimicos y moleculares tras la eliminacion de B-catenina, en células
que expresan el transportador de glutamato-aspartato (GLAST). Estos experimentos se
realizaron un mes después de la induccion del knockout condicional (cKO) mediante la

administraciéon de TMX.

2.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE B-CATENINA EN
HIPOCAMPO

En primer lugar, cuantificamos los niveles de [-catenina mediante
inmunohistoquimica. Un mes después de la induccion del cKO mediante la administracion

TMX, los niveles de B-catenina disminuyeron significativamente en la zona subgranular
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del giro dentado del hipocampo en los animales cKO (cKO+TMX: 62,0+6,7 vs WT+TMX:
111,2+13,8 células B-catenina®, p < 0,05) (fig. 16). No se apreciaron cambios significativos
en los grupos experimentales tratados con vehiculo (aceite de maiz). El analisis mediante
ANOVA de dos vias reveld cambios significativos en la variable genotipo [F(1,21)=6,99,
p <0,05].
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Figura 16. Efecto sobre la expresion de B-catenina en la capa subgranular del giro dentado del
hipocampo un mes después de la induccion del animal cKO. Resultados expresados como
promedio+S.E.M., normalizando frente al grupo WT vehiculo. ANOVA de dos vias, seguido por
Newman-Keuls test. *p < 0,05. n=5-7 animales.

2.2. ESTUDIO DE MARCADORES DE PROLIFERACION Y
NEUROGENESIS EN HIPOCAMPO

2.2.1. EXPRESION DE MARCADORES DE PROLIFERACION

La induccion del sistema de recombinacion un mes después de la administracion de
tamoxifeno, promueve una reduccion significativa de la expresion de la proteina nuclear
Ki67 en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo en los animales cKO inducidos
(TMX) respecto a sus respectivos wildtype (cKO+TMX: 64,943,4 vs WT+TMX: 124,6+7,6
células Ki67", p < 0,01) (figs. 17A, B y C). El andlisis estadistico mediante ANOVA de
dos vias mostrd una interaccion significativa genotipo x tratamiento [F(1,19)=6,76, p <

0,05], ademas de un efecto significativo en la variable genotipo [F(1,19)=16,20,p <0,001].
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Por otro lado, la incorporacion de BrdU en los animales cKO inducidos con
tamoxifeno se redujo (fig. 17D) con respecto a sus animales wildtype (cKO+TMX:
82,4+3,5 vs WT+TMX: 126,6+14,5 células BrdU", p < 0,05), y respecto a los animales
cKO a los que se administré el vehiculo (aceite) (cKO+TMX: 82,443,5 vs cKO+aceite:
124,8+3,6 células BrdU", p < 0,05). El analisis estadistico por ANOVA de dos vias reveld
la existencia de una interaccion significativa entre las variables genotipo x tratamiento

[F(1,20)=10,90, p < 0,01)].
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Figura 17. Efecto de la induccion del animal ¢cKO para B-catenina sobre la proliferacion
hipocampal. Imagenes representativas de la expresion de Ki67 en animales WT+TMX (A), y
cKO+TMX para B-catenina (B). Graficas representando los valores del marcaje de Ki67 (C), y de
la incorporacion de BrdU (D). Resultados expresados como promedio+S.E.M., normalizados frente
al grupo control vehiculo. ANOVA de dos vias, seguido por un Newman-Keuls test. *p < 0,05, **p
< 0,01. n=5-7 animales por grupo. Barra: 100 pm.

Teniendo en cuenta que los grupos tratados con vehiculo (aceite) y los animales
wildtype TMX no presentaban diferencias significativas en los niveles de [-catenina, asi

como en marcadores asociados a proliferacion, se decidi6 a partir de este punto, realizar los
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experimentos s6lo con los grupos cKO y sus respectivos WT tratados con TMX, para de

este modo reducir el nimero de animales a emplear en los futuros experimentos.

2.2.2. EXPRESION DE DOBLECORTINA (DCX)
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Figura 18. Efecto de la reduccion de los niveles de B-catenina sobre la expresion del marcador de
neurona inmadura doblecortina. Imagenes representativas de la expresion de DCX en el giro
dentado de los animales WT+TMX (A) y cKO+TMX (B) Las graficas representan el numero de las
células DCX" (C), y el estudio de la arborizacion que presentan las neuronas DCX" mediante un
analisis Sholl (D). Resultados expresados como promedio+S.E.M. Prueba t de Student, datos no
pareados. ANOVA de dos vias, seguido por Newman-Keuls test. **p < 0,01 vs grupo WT. n=6-7
animales por grupo. Barra: 100 pm.

Para comprobar si la disminucion en proliferacion en giro dentado de hipocampo se
correlacionaba con cambios en la poblacion neuronal inmadura, utilizamos el marcador

especifico doblecortina (DCX). El nimero de células DCX" que presentan los animales
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cKO fue menor que en los animales WT (cKO 72,92+4,07 vs WT 100,045,42 células
DCX™, p <0,01) (fig. 18A, B y C). Mediante el analisis Sholl se determin6 el nimero de

intersecciones dendriticas como medida de la complejidad de la arborizacion dendritica.

No apreciamos cambios en los animales cKO respecto a sus respectivos WT en el
nimero de intersecciones, a medida que nos distanciamos del soma, en las neuronas
inmaduras de los animales (fig. 18D). Esto indica que no existen diferencias en la
ramificacion dendritica de las neuronas DCX" entre los dos grupos experimentales. El
analisis estadistico mediante ANOVA de dos vias mostrd un efecto significativo en la

variable distancia del soma [F(19,95)= 50,86, p < 0,001].

2.3. ESTUDIOS CONDUCTUALES

Una vez estudiados los cambios en marcadores de proliferacion y neurogénesis
ligados a la reduccidn de los niveles de B-catenina, se estudio el fenotipo comportamental
de estos animales mediante pruebas para evaluar conductas de tipo ansioso y depresivo.
Estos estudios se realizaron, como en el apartado anterior, un mes después de la

administracion de tamoxifeno (fig. 19).

2.3.1. CONDUCTA DE TIPO ANSIOSA

Test de campo abierto (open field test, OF)

La conducta ansiosa examinada mediante el test de campo abierto en los animales
cKO B-catenina, mostr6é una disminucion en el porcentaje de tiempo de permanencia en el
centro del campo abierto en los animales cKO con respecto a los animales WT (cKO:

3,31£0,76 vs WT: 7,88+1,08%, p < 0,01) (fig. 19A).

Test de la caja clara/oscura (Light/Dark Box test, LDB)

Como refleja la figura 19B, los animales knockout para B-catenina en la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo, presentan un fenotipo ansioso traducido por

un menor tiempo de permanencia en la zona iluminada (aversiva) frente al tiempo en la
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zona oscura (segura), respecto a los animales WT (cKO: 0,1440,03 vs WT: 0,30+0,04, p <
0,01).
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Figura 19. Efecto de la reduccion de los niveles de B-catenina en la zona subgranular del giro
dentado sobre la conducta ansiosa. Porcentaje de tiempo de permanencia en el centro en el test de
campo abierto (A). Tiempo en el compartimiento claro vS oscuro en el LDB (B). Curva de
supervivencia que muestra el tiempo de latencia en el NSF (C). Resultados expresados como
promedio+S.E.M. Prueba t de Student, datos no pareados (A y B). **p < 0,01. Analisis de
supervivencia y diferencias estadisticas determinadas mediante el método de Kaplan—Meier (C).
**p < 0,01. n=7-14 animales por grupo.

Novelty Supressed Feeding (NSF) Test

La reduccion de B-catenina en el hipocampo, esta asociada a un efecto de tipo
ansioso/depresivo reflejado como un incremento significativo en el tiempo de latencia en

los animales cKO, respecto a sus controles WT (cKO: 221,5+£32,3 vs WT: 403,7+58,5 s, p
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< 0,01) (fig. 19C). No se observaron diferencias significativas en la ingesta de comida

posterior al test.

2.3.2. CONDUCTA DE TIPO DEPRESIVA

Test de la natacion forzada (Forced Swimming Test, FST)

El analisis del test de la natacion forzada se realiz6 contabilizando los 4 Gltimos min
(de los 6 min totales). Este periodo se dividio en dos episodios de 2 min cada uno (fig.
20A). En cada uno de estos segmentos se analizo el tiempo de inmovilidad, conducta que
refleja una manera pasiva de supervivencia que denota indefension. El tiempo de
inmovilidad fue significativamente superior para los animales cKO respecto a los controles
en los min 5-6 (cKO: 82,96+4,59 vs WT: 68,44+5,26 s, p < 0,05) reflejando una conducta
de tipo depresiva. Ademas, los animales cKO sufrieron un aumento de la inmovilidad en
los 2 tltimos min del test, comparado con el periodo 3-4 min (¢cKO 5-6 min: 82,96+4,59 vs
cKO 3-4 min: 67,15+£5,69 s, p < 0,01) mostrando diferente adaptacioén al estrés con el

tiempo.

Test de preferencia e ingesta de sacarosa

De manera paralela se estudio la conducta anhedonica de los animales, uno de los
indicadores mas claros del estado depresivo, mediante el test de preferencia por sacarosa y
la ingesta de ésta (figs. 20B y 20C, respectivamente). El analisis mostré que los animales
presentaban un estado anheddnico reflejado por un descenso del consumo de sacarosa en
el test de la preferencia por sacarosa (cKO: 76,6443,95 vs WT: 90,26+1,12% preferencia
por sacarosa VS total, p < 0,001), y en la ingesta de sacarosa (cKO: 1,14+0,15 vs WT:
1,76+0,15 mg/g, p < 0,05).
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Figura 20. Efecto de la reduccion de los niveles de B-catenina en la zona subgranular del giro
dentado sobre la conducta de tipo depresiva. Test de la natacion forzada (A). Estado anhedonico
evaluado por la preferencia por sacarosa (B), y por el consumo de sacarosa (C). Resultados
expresados como promedio£S.E.M. Prueba t de Student, datos no pareados *p < 0,05, ***p < 0,001
vs grupo WT. Prueba t de Student, datos pareados *p < 0,01 vs cKO periodo 3-4. n=6-14 animales
por grupo.

2.4. ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

2.4.1. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1a: ESTUDIOS IN
VITRO

Fijacion especifica de [**S]GTPyS mediada por la activacion del receptor 5-

HT1a en homogeneizado de membranas

La estimulacion de los receptores 5-HTia conlleva el acople y activacion de

proteinas Gi/o. Por ello, para determinar la funcionalidad o eficacia de dicho acople se
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realizaron ensayos de fijacion de [*>S]GTPyS en homogeneizados de membrana procedente

de corteza prefrontal (PFCx).

La estimulacion de los receptores 5-HT1a en la PFCx (receptores postsinapticos) se
realizd mediante curvas dosis-respuesta, utilizando el agonista selectivo 5-HT1a () 8-OH-
DPAT, pudiendo determinar los valores de estimulaciéon méxima (Emax) y la concentracion
eficaz 50 (ECso) (fig. 21). En el grupo wildtype la Emax fue de 155,2+9,8%, expresado como
porcentaje de estimulo con respecto a la fijacion basal (100%). En los animales cKO para
B-catenina, la estimulacion maxima de proteinas Gi/o fue significativamente menor
(122,4+3,6%, p < 0,05), respecto a los animales WT (fig. 21A). No se apreciaron diferencias
significativas en el parametro farmacologico de potencia entre los grupos estudiados (fig.

21B).
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Figura 21. Fijacién especifica de [*>S]GTPyS inducida tras la estimulacion con el agonista 5-HT14
(£) 8-OH-DPAT en PFCx de ratones cKO para B-catenina en la zona subgranular del giro dentado
del hipocampo. Curvas concentracion-respuesta de la estimulacion por (x) 8-OH-DPAT (A), y
valores de potencia (B). Resultados expresados como promedio£S.E.M. Prueba t de Student, datos
no pareados. * p < 0,05 vs WT. n=6 animales por grupo.
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Fijacion especifica de [*®*S]GTPyS mediada por la activacion del receptor 5-

HT1a en secciones cerebrales.

Los experimentos de autorradiografia funcional se realizaron con la finalidad de
estudiar la funcionalidad del receptor de serotonina 5-HTia en diferentes areas cerebrales,

asi como confirmar el resultado obtenido en los ensayos anteriores de binding funcional.

El estudio de la autorradiografia funcional del receptor 5-HTia (figs. 22 y 23)
mostrd diferencias en la capacidad de fijacion de [*>S]GTPyS estimulada por el agonista 5-
HTia () 8-OH-DPAT entre los animales cKO para 3-catenina y los animales WT, en areas
en las que el receptor 5-HTa tiene localizacion post-sinaptica. En la mPFCx, los animales
cKO presentaron una inhibicién de la fijacion de [*>S]GTPyS estimulada por () 8-OH-
DPAT 10 puM del -82% frente a la estimulacion en animales WT (p < 0,001). En las
diferentes areas del hipocampo (CA1, CA2-3 y DG), se observo una reduccion de la fijacion
de [*>S]GTPyS estimulada por la activaciéon de los receptores 5-HTia del -62%, -102% y
del -105% respectivamente, en animales cKO comparado con sus respectivos animales
control (WT) (p < 0,05 para todas ellas). En caudado-putamen e hipotdlamo también se
apreci6 una reduccion de la fijacion de [*>S]JGTPyS en animales cKO, del -140% y -131%
respectivamente, con respecto a los animales wildtype (p < 0,05 para ambas). En el nlcleo
dorsal del rafe y 1a amigdala, no se observaron cambios en la funcionalidad del receptor 5-
HTia.

En la tabla que se muestra a continuacion, se exhiben los valores medios de los
basales registrados en las areas cerebrales de interés para este trabajo. La fijacion basal de
[**S]GTPYS en los estudios de autorradiografia funcional fue mayor en mPFCx, hipocampo
(areas CA1, CA2-3 y giro dentado), y en hipotdlamo de los animales cKO para -catenina
con respecto a los animales WT (tabla 6). Este hecho, sin embargo, no afectdé a los
resultados presentados pues los valores de fijacion absoluta (calculada mediante la
sustraccién a la estimulacién de [*°S]GTPyS por (+) 8-OH-DPAT de su respectiva
estimulacion basal), presentan también una reduccion significativa en el animal cKO para

B-catenina con respecto al WT en las mismas areas descritas en la figura 23.
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Figura 22. Autorradiogramas representativos de la fijacion de [>>S]JGTPyS inducida por (+) 8-OH-
DPAT. La figura refleja las estimulaciones basales en el grupo WT (A, B) y el grupo ¢cKO (C, D),
y las estimulaciones tras la activacion especifica de los receptores 5-HT4 en ambos grupos (A’, B’
y C’, D’, respectivamente). Barra =2 mm.
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Figura 23. Fijacion especifica de [*>S]GTPyS inducida por la activacion de los receptores 5-HT1
en secciones coronales de cerebro de ratones cKO para f-catenina y sus respectivos wildtype.
Resultados expresados como promedio+S.E.M. Prueba t Student, datos no pareados. *p < 0,05,
***p < 0,001 vs WT. n=4-6 animales por grupo. DRN, nucleo dorsal del rafe; mPFCx, corteza
prefrontal medial; CPu, caudado-putamen; Hp, hipocampo (CA1, area CA1 del hipocampo; CA2-
3, areas CA2 y CA3 del hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo); Amy, amigdala; Hyp,
hipotalamo.
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Tabla 6. Valores de fijacion basal de [*>S]GTPyS (nCi/g tejido) en las estructuras cerebrales
estudiadas. Resultados expresados como promedio+S.E.M. Prueba t Student, datos no pareados. *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs WT. n=4-6 animales por grupo. mPFCx, corteza prefrontal
medial; Hp, hipocampo (CA1, area CA1 del hipocampo; CA2-3, areas CA2 y CA3 del hipocampo;
DG, giro dentado del hipocampo); CPu, caudado-putamen; Hyp, hipotalamo; Amy, amigdala; y
DRN, nucleo dorsal del rafe.

Areas cerebrales WT cKO
PROMEDIO + S.EM. PROMEDIO + S.EM.
mPFCx 226,4 + 29,9 388,5 + 37,4*%
Hp
CAl 403,8 + 358 5943 + 32 7%*
CA2-3 336,8 + 26,3 4750 £ 24 2**
DG 206,0 = 90,0 325,0 £ 12 3%%*
CPu 619,0 + 274 696,8 + 36,7
Hyp 653,8 + 51,0 830,3 + 29,3%
Amy 4538 + 31,9 4570 + 30,3
DRN 623,7 + 39,8 325,0 + 12,0%**

*p < 0,05, ¥p <001, ***p <0,001 vs WT-TMX

2.4.2. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1a: ESTUDIOS IN
VIVO

Evaluacion de la hipertermia inducida por estrés

En la hipertermia inducida por estrés (Stress-Induced Hyperthermia, SIH) se evalu6
la temperatura corporal basal de los animales cKO para -catenina y sus respectivos WT,
asi como la temperatura inducida por estrés transcurridos 15 min. En este caso, la
manipulacion del animal para tomar la temperatura basal (sonda de temperatura rectal)
actiia como factor estresante inductor de la hipertermia (Richardson-Jones et al, 2010). Los
animales cKO presentaron una temperatura inicial significativamente superior respecto los

animales WT (cKO: 37,19+0,17 vs WT: 36,59+0,22°C, p < 0,05) (fig. 24). Con respecto a
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la hipertermia inducida por estrés, los animales WT presentaron un incremento significativo
de temperatura a los 15 min con respecto a su temperatura basal (WT t=15; 37,50+0,08 vs
WT t=0 min; 36,59+0,23°C, p<0,001), mientras que los animales cKO para (3-catenina no

mostraron cambios.
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Figura 24. Temperatura corporal evaluada en estado inicial y 15 min tras la aplicacion del agente
estresante. Resultados expresados como promedio£S.E.M. Prueba t Student, datos no pareados. *p
< 0,05 vs WT. Prueba t Student, datos pareados. EEEp < 0,001 WT t=15 vs WT t=0. n=16 animales
por grupo.

Evaluacién de la hipotermia inducida por el agonista 5-HT1a (+) 8-OH-DPAT en

animales cKO g-catenina

El objetivo de este experimento, fue examinar in vivo la funcionalidad de los
receptores 5S-HT1a presinapticos los cuales inducen hipotermia corporal tras ser activados.
Para ello se administro el agonista selectivo 5-HTia (+) 8-OH-DPAT, y se tom¢ la

temperatura corporal cada 15 min, hasta un tiempo méximo de 1 h.

La administracion del agonista selectivo de los receptores 5-HT1a (+)-8-OH-DPAT
a una dosis de 0,5 mg/kg (i.p.) promovio un descenso en la temperatura en los animales
cKO B-catenina similar a la observada en los animales WT (fig. 25A). El analisis estadistico

mediante ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostrdé un efecto significativo del
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genotipo [F(3,33)=11,51, p < 0,001], del tiempo [F(4,132)=12,22, p < 0,001], y de la
interaccion de ambos factores [F(12,132)=5,95, p < 0,001].
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45 '
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-4 cKOveh 4 cKO DPAT 0,5 mg/kg -4 cKOveh -@ cKO DPAT 0,18 mg/kg

Figura 25. Hipotermia inducida por la administracion del agonista del receptor 5-HT 4 (+) 8-OH-
DPAT 0,5 mg/kg (A), y 0,18 mg/kg (B), en animales cKO para B-catenina y sus respectivos
animales wildtype. Resultados expresados como promedio+S.E.M. ANOVA de dos vias seguido de
Newman-Keuls test, **p < 0,01 y ***p < 0,001 WT (+) 8-OH-DPAT vs WT vehiculo; #p < 0,05,
##p < 0,01 y ##1p < 0,001 cKO (+) 8-OH-DPAT vs cKO vehiculo; $$$p < 0,001 cKO (+) 8-OH-
DPAT 0,18 mg/kg vs WT (+) 8-OH-DPAT 0,18 mg/kg. n=5-14 animales por grupo.

Con el fin de poder determinar si existia un incremento de la funcionalidad de los
receptores 5-HT1a presindpticos, se optd por usar una dosis mas baja que la que produce el
efecto hipotérmico maximo. La administracion del agonista selectivo de los receptores 5-
HTia (+) 8-OH-DPAT a una dosis de 0,18 mg/kg (i.p.) promovié un descenso en la
temperatura en los animales cKO B-catenina de magnitud superior a la observada en los
animales WT (fig. 25B). El andlisis estadistico por ANOVA de dos vias de medidas
repetidas mostrd un efecto significativo del genotipo [F(3,26)=15,44, p <0,001], del tiempo
[F(4,104)=8,46, p < 0,001] y de la interaccion de ambos factores [F(12,104)=5,18, p <
0,001]. El post-test mostr6é una mayor hipotermia inducida por el agonista selectivo 5-HT1a
en los animales cKO B-catenina 30 min después de su administracion (p < 0,001) (fig. 19B).
Los grupos de animales cKO [B-catenina y WT a los que se administré vehiculo no

mostraron cambios de temperatura significativos.
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2.4.3. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1s

Fijacion especifica de [**S]GTPyS mediada por la activacién del receptor 5-

HT1g en secciones cerebrales: estudios in vitro

La activacion de los receptores 5-HT1s, del mismo modo que los receptores 5-HT 4,
implica la activacion de proteinas Gi/o. Para determinar la capacidad de los receptores 5-
HTB para activar estas proteinas G y su localizacion a nivel anatémico, se llevaron a cabo
ensayos de autorradiografia funcional en secciones coronales de cerebro. Para determinar
la fijacién del radioligando [**S]GTPyS inducida por el receptor 5-HTis, se utilizd el

agonista selectivo CP94,253 a una concentracion de 10 uM.

Como se puede observar en las figuras 26 y 27, los animales cKO para -catenina
presentaron una reduccion en la capacidad para fijar [*>S]GTPyS inducido por el agonista
selectivo del receptor 5-HT18 CP94,253 en caudado-putamen (-77%) e hipotalamo (-59%)
de los animales cKO B-catenina, frente a la estimulacion de los animales WT (p < 0,05 para
ambas estructuras). El resto de las estructuras estudiadas no presentaron cambios

significativos.

Figura 26. Autorradiogramas representativos de la fijacion de [**S]JGTPyS inducida por CP94,253.
La figura refleja las estimulaciones basales en el grupo WT (A, B) y el grupo cKO (C, D), y las
estimulaciones tras la activacion especifica de los receptores 5-HT g en ambos grupos (A’, B’y C’,
D’, respectivamente). Barra = 2 mm.
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Figura 27. Fijacion especifica de [*>’S]JGTPyS mediada por el agonista selectivo 5-HT 5 CP94,253
en secciones coronales de cerebro de raton. Resultados expresados como promedio+S.E.M. Prueba
t Student, datos no pareados. *p < 0,05 vs grupo WT. n=4-6 animales por grupo. mPFCx, corteza
prefrontal medial; CPu, caudado-putamen; Hp, hipocampo (CA1, area CA1 del hipocampo; CA2-
3, areas CA2 y CA3 del hipocampo; DG, giro dentado); Hy: hipotdlamo; Sn, sustancia negra.

No se observaron diferencias en los niveles de fijacion basal de [*>S]GTPyS entre

animales cKO para -catenina y sus respectivos wildtype (tabla 7).

119



Resultados

Tabla 7. Valores de fijacion basal de [**S]GTPyS (nCi/g tejido) en las estructuras cerebrales
estudiadas. Resultados expresados como promedio+S.E.M. mPFCx; corteza prefrontal medial,
CPu; caudado-putamen; Hp, hipocampo (CA1, area CA1 del hipocampo, CA2-3, areas CA2 y CA3
del hipocampo, DG, giro dentado); Hy, hipotdlamo; Sn, sustancia negra.

Areas cerebrales

WT cKO

PROMEDIO £ S.E.M. PROMEDIO =+ S.E.M.

mPFCx 1075 + 7.9 100,5 + 13,0
Hp

CAl 2572 + 22,9 2633 + 219

CA2-3 182,0 + 153 166,5 + 10,7

DG 1282 + 13,9 134,0 + 14,1

CPu 2482 + 34,0 281,0 + 32,5

Hyp 461,0 + 538 461,7 + 282

Sn 211,3 + 24,8 1773 + 12,6

Evaluacion de la hipotermia

estudios in vivo

inducida por el agonista 5-HTig CP94,253:

La funcionalidad in vivo de los receptores 5-HTis fue evaluada mediante la

hipotermia corporal producida por la activacion de estos receptores tras la administracion

del agonista selectivo CP94,253 (10 mg/kg). En este experimento, el grupo de animales

cKO para B-catenina mostrd una menor respuesta hipotérmica inducida por el compuesto

CP94,253 que los animales control (fig. 28). El andlisis estadistico mediante ANOVA de

dos vias revelo un efecto significativo del genotipo [F(3,33)=13,43, p < 0,001], del tiempo

[F(4,132)=16,74, p < 0,001], y de la interaccidon genotipo x tiempo [F(12,132)=5,77, p <

0,001]. EI resultado del post-hoc Newman-Keuls mostré en el minuto 15 una menor

hipotermia inducida por la estimulacion del receptor 5-HTis en los animales cKO para -

catenina frente a los animales WT (cKO, -0,83+0,14 vs WT, -1,28+0,15, p < 0,01).
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Figura 28. Hipotermia inducida por la administracion del agonista del receptor 5-HT 5 CP94,253
10 mg/kg, i.p., en animales cKO para [3-catenina y sus respectivos wildtype. Resultados expresados
como promedio£S.E.M. ANOVA de dos vias seguido por un Newman-Keuls test. **p < 0,01 y
##%p < (0,001 WT CP94,253 vs WT vehiculo; “p < 0,01 y *p < 0,001 cKO CP94,253 vs cKO
vehiculo; %%p < 0,01 cKO CP94,253 vs WT CP94,253. n=6-12 animales por grupo.

2.4.4. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT4

En este caso, el receptor 5-HT4 se acopla a proteinas Gs, y mediante la técnica de
fijacion de [**S]GTPyS no se obtienen buenos resultados debido a la escasa sefial especifica
y elevada sefial basal. Por ello, decidimos analizar la funcionalidad de este receptor en
nuestros animales a través de la cuantificacion de la acumulacion de cAMP, efector

downstream de la via de sefializacion en la que participa, mediada por el receptor 5-HTa4.

Influencia sobre la acumulacion de cAMP en los animales cKO inducibles para

p-catenina

La cuantificacion del cAMP producido por la estimulacion de la enzima adenilato
ciclasa, mediada por los receptores 5-HT4 se realizd en homogeneizados de estriado,
estructura donde se encuentra la mayor densidad de este subtipo de receptor serotonérgico.
La estimulacion del receptor 5-HT4 se realizé utilizando el agonista selectivo para este

receptor zacoprida (10 uM).
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Figura 29. Acumulacion de cAMP mediada por la activacion del receptor 5-HT4 (A), y cantidad
basal de cAMP (B), en membranas de estriado de animales cKO para B-catenina y sus respectivos
animales wildtype. Resultados expresados como promedio+S.E.M. Prueba t Student, datos no
pareados. *p < 0,05, **p <0,01 vs grupo WT. n=3 animales por grupo.

Los animales cKO para B-catenina en la capa subgranular del giro dentado del
hipocampo, presentaron una reduccion estadisticamente significativa en la acumulacion de
cAMP mediada por la estimulacion selectiva del receptor 5-HT4 respecto a sus respectivos
animales wildtype (cKO: 73,7+4,2 vs WT: 154,0+12,1% frente al cAMP basal (100%), p <
0,01) (fig. 29A). Los animales cKO para B-catenina mostraron mayores niveles de cAMP
basal que sus respectivos animales wildtype (cKO: 14,92+0,70 vs WT: 10,75+0,88
pmol/min/mg prot cAMP, p < 0,05) (fig. 29B).

2.4.5. EVALUACION DE LA LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES
EN CORTEZA PREFRONTAL: ESTUDIOS DE MICRODIALISIS

Para evaluar posibles cambios en la funcionalidad del sistema serotonérgico en los
animales cKO para [-catenina, se procedidé al estudio de la liberacion de los
neurotransmisores 5-HT y glutamato en la corteza prefrontal medial. El glutamato, ademas
de encontrarse modificado en depresion mayor (Sanacora et al, 2012), actua en corteza
regulando la activacion de las neuronas serotonérgicas mediante la conexion PFCx-DRN

(Celada et al, 2001).
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Figura 30. Efecto de la eliminacion de B-catenina de la SGZ del giro dentado del hipocampo sobre
la liberacion de 5-HT en mPFCx. Liberacion de serotonina tras la infusion de veratridina (Ay B) y
la administracion de fluoxetina (C y D). Los niveles de liberacion basal se representan como inserto
en las figuras A y C. Perfil de liberacion temporal de serotonina tras la administracion de veratridina
(A) y fluoxetina (C), y area bajo la curva de ambos perfiles (B para veratridina y D para fluoxetina).
Resultados expresados como promedio+S.E.M. ANOVA de dos vias de medidas repetidas seguido
de Bonferroni test. **p < 0,01 vs WT. Prueba t Student, datos no pareados. *p < 0,05 vs WT. n=7-
12 animales por grupo.

123



Resultados

De forma basal, no se observaron cambios significativos en los niveles de 5-HT en
mPFCx entre los grupos cKO y WT (figs. 30A, inserto y C, inserto). La administracion del
compuesto veratridina indujo una menor liberacion de 5-HT en los animales cKO para j3-
catenina con respecto a los animales WT, evaluada mediante los valores del area bajo la
curva (cKO: 265,0+33,0 vs WT: 423,1+79,3% vs basal, p < 0,05) (fig. 30B). Por ANOVA
de dos vias de medidas repetidas se observd un efecto significativo del genotipo
[F(1,17)=5,11, p <0,05], y del tiempo [F(7,119)=10,85, p < 0,001] (fig. 30A). El post—test
Bonferroni mostré un pico menor de liberacion de 5-HT en los animales cKO 40 min

después de la infusion de veratridina (p < 0,01).

Tras la administracion de fluoxetina, no se observaron cambios en la liberacion de
serotonina (figs. 30C y D). Mediante ANOVA de dos vias de medidas repetidas solamente
se observo un efecto significativo del tiempo [F(9,117)=10,19, p <0,001] (fig. 30C).

Estudio de la liberacion de glutamato

No se observaron cambios significativos en los niveles basales de glutamato en
mPFCx entre los grupos cKO y WT (figs. 31A, inserto y C, inserto). La infusién del
compuesto veratridina no produjo cambios significativos en el area bajo la curva entre los
animales cKO para B-catenina y sus respectivos animales WT (fig. 31B). El ANOVA de
dos vias de medidas repetidas mostrd un efecto significativo del tiempo [F(7,98)=7,38, p <
0,001], y de la interaccion genotipo x tiempo [F(7,98)=2,28, p < 0,05] (fig. 25A). El post-
test Bonferroni mostré una mayor liberacion de glutamato en animales cKO 80 min después

de la infusion de veratridina (p < 0,01).

Tras la administracion de aguda de fluoxetina sistémica, no se observaron cambios
en la liberacion de glutamato (figs. 31C y D). Por ANOVA de dos vias de medidas repetidas
solamente mostro un efecto significativo del tiempo [F(9,144)=6,68, p < 0,001] (fig. 25C).
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Figura 31. Efecto de la eliminacion de B-catenina de la SGZ del hipocampo sobre la liberacion de
glutamato en mPFCx. Liberacion de glutamato tras la administracion de veratridina (A y B) y de
fluoxetina (C y D). Los niveles de liberacion basal se representan como inserto en las figuras A 'y
C. Perfil de liberacion temporal de glutamato tras la administracion de veratridina (A) y fluoxetina
(C), y area bajo la curva de ambos perfiles (B para veratridina y D para fluoxetina). Resultados
expresados como promedio£S.E.M. ANOVA de dos vias de medidas repetidas seguido de
Bonferroni test. **p < 0,01 vs grupo WT. n=7-10 animales por grupo.
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2.5. ESTUDIOS DE NEUROIMAGEN EN LOS RATONES cKO PARA -
CATENINA

En los estudios de neuroimagen, se determin6 el volumen hipocampal en animales
cKO para f-catenina y sus respectivos animales wildtype, a partir de imagenes tomograficas
obtenidas mediante resonancia magnética nuclear. Diferentes autores describen la
disminucién en el tamafio de esta area en cerebros de pacientes diagnosticados de depresion
mayor respecto a individuos sanos (Campbell et al, 2004; MacQueen et al, 2003; McKinnon
et al, 2009).
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Figura 32. Evaluacion del volumen hipocampal en ratones ¢cKO para -catenina y sus respectivos
WT. Representacion del calculo del volumen del hipocampo tras segmentacion manual (A), y tras
la caracterizacion del tiempo T2 de relajacion (B) de esta estructura. Resultados expresados como
promedio+S.E.M. n=6 animales por grupo.

Tras la obtencion de las imagenes, se realizaron dos tipos de analisis para determinar
la dimension de la estructura cerebral, un primer estudio volumétrico mediante
segmentacion manual o ROI (Region of interest) (fig. 32A), y un segundo analisis en el que
se realizd la caracterizacion de este tejido mediante su valor de relajacion T2 (fig. 32B),
que ha demostrado ser un indicador en otras enfermedades psiquiatricas (Ongur et al, 2010).
En los dos tipos de andlisis se obtuvieron resultados similares entre animales cKO para 3-

catenina y sus correspondientes animales WT.
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2.6. RESPUESTA DEL RATON KNOCKOUT PARA B-CATENINA
AL TRATAMIENTO CON FARMACOS ANTIDEPRESIVOS

En este apartado se incluyen los cambios conductuales, neuroquimicos y
moleculares producidos por la administracion de compuestos con accidon antidepresiva

sobre los animales cKO para B-catenina, y sus respectivos animales wildtype.

2.6.1. TRATAMIENTO CRONICO CON FLUOXETINA EN RATONES cKO
B-CATENINA: EFECTO CONDUCTUAL

Novelty Supressed Feeding Test

Un mes después de la induccion del knockout condicional para B-catenina, se
comenzo6 la administracion durante 28 dias del inhibidor selectivo del transportador de
serotonina (SSRI) fluoxetina (20 mg/kg/dia, i.p.). Transcurrido este periodo, los grupos
cKO y WT tratados con fluoxetina, y sus respectivos grupos vehiculo, se sometieron al test
conductual novelty suppressed feeding, para evaluar la conducta ansioso/depresiva.
Mediante ANOVA de dos vias se apreci6 el efecto significativo de la interaccion genotipo
X tratamiento [F(1,47)=4,44, p < 0,05]. Un analisis t de Student mostr6 una disminucion
significativa de la latencia en los animales wildtype tratados con fluoxetina frente al grupo vehiculo
(p < 0,05), mientras que no se observaron cambios en los animales cKO B-catenina (fig. 33). Cabe
destacar en este caso, que el andlisis de la ingesta de comida posterior al test experimental
mostrd una mayor ingesta en los grupos tratados con fluoxetina frente a sus respectivos
vehiculos [F(1,47)=17,44, p < 0,001] (tratamiento en los WT p < 0,05, y en los cKO p <
0,01).
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Figura 33. Efecto del tratamiento cronico con fluoxetina sobre la conducta de los animales cKO
para B-catenina en el NSF. Resultados expresados como promedio+S.E.M. n=11-15 animales por

grupo.

Test de la preferencia de sacarosa

Para comprobar si la administracion de fluoxetina revertia el estado anhedonico
observado en los animales cKO respecto a sus controles, utilizamos el test de preferencia
de sacarosa. Los animales cKO presentaron una menor preferencia de sacarosa que los
animales WT (cKO: 77,65+6,04 vs WT: 89,23+1,21%, p < 0,05) (fig. 34). Por otro lado, el
tratamiento crénico con fluoxetina indujo un incremento en la preferencia de sacarosa en
los animales cKO frente a sus respectivos cKO vehiculo (¢cKO Flx: 87,07+2,44 vs cKO veh:
77,65, p < 0,05). Los resultados estadisticos obtenidos mediante ANOVA de dos vias
indicaron un efecto significativo del genotipo ([F(1,23)=8,26; p < 0,01]), y proximo a la

significacion estadistica para el efecto del tratamiento [F(1,3)=4,25; p =0,051].
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Figura 34. Efecto del tratamiento cronico con fluoxetina sobre el estado anhedonico en animales
cKO para B-catenina. Resultados expresados como promedio£S.E.M. ANOVA de dos vias seguido
de Newman-Keuls test. *p < 0,05. n=5-8 animales por grupo.

2.6.2. TRATAMIENTO SUBCRONICO CON RS67,333 EN RATONES cKO
B-CATENINA

El agonista parcial del receptor 5-HT4 RS67,333 es un compuesto que presenta
potencial antidepresivo en ensayos pre-clinicos (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo et al,

2012).
Efecto del compuesto RS67,333 sobre la conducta
Novelty Supressed Feeding Test

La administracion sub-cronica (7 dias) del compuesto RS67,333 (1,5 mg/kg/dia,
1.p.), produjo un efecto de tipo antidepresivo en los animales cKO para -catenina respecto
al grupo cKO vehiculo. Los animales cKO para -catenina a los que se administré vehiculo,
mostraron un mayor tiempo de latencia con respecto a los animales WT, confirmado los
resultados mostrados en el apartado 1.3.3 (cKO VEH: 381,9+60,7 vs WT VEH: 193,1+31,0
s, p<0,05) (fig. 35A). Los animales cKO B-catenina tratados con RS67,333 durante 7 dias
mostraron una disminucién en el tiempo de latencia (cKO RS: 229,1+37,0 vs cKO VEH:
381,9+60,7, p < 0,05) (fig. 35A). El analisis estadistico por ANOVA de dos vias revelo la
existencia de un efecto significativo del genotipo [F(1,30)=4,71, p < 0,05], y de la
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interaccion genotipo x tratamiento [F(1,30)=4,56, p < 0,05]. No se observaron diferencias

significativas en la ingesta de comida posterior al test.
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Figura 35. Efecto conductual en el NSF de la administracion durante 7 dias del compuesto
RS67,333 en el cKO B-catenina y sus respectivos animales WT. Tiempos de latencia en los
diferentes grupos experimentales (A y B). Representacion del tiempo de latencia mediante curvas
de Kaplan-Meier (B). Resultados expresados como promedio+S.E.M. ANOVA de dos vias seguido
del post test Newman-Keuls (A) y Mantel-Cox test (B). *p < 0,05 cKO VEH vs WT VEH; #p < 0,05
cKO RS vs cKO VEH. n=7-9 animales por grupo.

Efecto del tratamiento sub-crénico con RS67,333 sobre la funcionalidad del

sistema serotonérgico

A continuaciodn, evaluamos si el efecto de tipo antidepresivo/ansiolitico observado
en los animales cKO para B-catenina tras la administracion del compuesto RS67,333 iba

acompafiado de una modulacion del sistema serotonérgico.

Efecto del tratamiento con RS67,333 en ratones cKO B-catenina en la

funcionalidad de los receptores 5-HT1a

La funcionalidad de los receptores 5-HT1a en animales tratados con RS67,333 y sus
respectivos vehiculos, se determindé mediante ensayos de fijacion de [*>S]GTPyS en
homogeneizados de membranas de PFCx (fig. 36A). Los valores de estimulaciéon maxima
(Emax) de la fijacion de [*>S]GTPyS mediada por la estimulacion con el agonista selectivo
de los receptores 5-HT1a () 8-OH-DPAT fue menor en los animales cKO respecto a sus

respectivos WT (cKO VEH: 122,4+3,6 vs WT VEH: 155,2+9,8%, p <0,01) (fig. 36B). La
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administracion subcrénica del agonista parcial RS67,333 produjo en los animales cKO un
incremento de los valores de Emax (cKO RS: 142.54+4,8 vs cKO VEH: 122.44+3,6%, p <
0,05) hasta alcanzar valores similares a los del animal WT (fig. 36D), sin cambios en los
animales WT tratados (fig. 36C). El anlisis estadistico ANOVA de dos vias de los valores
de Emax revel6 una tendencia en la variable genotipo [F(1,22)=4,28, p=0,051]. Los grupos

experimentales no presentaron diferencias en los valores de fijacion basal.

>
vy

160+ ‘ 160-
é 150+ .§‘ 150+
"g ‘g_ 140+ EJ g_ 140+
2 = 1304 & = 1304
© 9 4201 ¢ 9 40 *%x
cw S w0
28, 1104 g S, 110+
2 2 100- 5.8 1004
[ .
2 904 < 90+
80+ 804
10 -9 -8 7 6 5 -4 10 9 -8 7 6 5 -4
log[(+)8-OH-DPAT] (M) log|(+)8-OH-DPAT] (M)
160+ ‘ 160+
é 150+ é\ 150+
g 2 140- gL 140 *
Y 1301 S = 130-
g o 120+ g‘ % 120+
&, 110 28, 110-
;% < 100+ E 2 1001
2 90+ °\= 90+
80+ 80+
10 9 -8 7 6 5 -4 10 -9 -8 7 6 -5 -4
log[(+)8-OH-DPAT] (M) log[(+)8-OH-DPAT] (M)

o WTVEH+ WTRS - cKOVEH = cKORS

Figura 36. Efecto del tratamiento subcronico con RS67,333 sobre la fijacion especifica de
[*S]GTPyS inducida por el agonista selectivo 5-HTia (£) 8-OH-DPAT de todos los grupos
experimentales (A); cKO y WT VEH (B); WT VEH y tratado con RS67,333 (C); y cKO VEH y
tratado con RS67,333 (D). Resultados expresados como promedio+S.E.M. Prueba t Student, datos
no pareados. *p < 0,05, cKO RS vs cKO VEH, **p < 0,01, cKO VEH vs WT VEH. n=6-7 animales
por grupo.
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Efecto del tratamiento con RS67,333 en ratones cKO p-catenina en la

funcionalidad de los receptores 5-HT4

También se estudid la funcionalidad de los receptores 5-HTs valorando la
acumulacion de cAMP inducida por el agonista 5-HT4 zacoprida en animales cKO B-
catenina y sus respectivos animales WT, tratados durante 7 dias con el compuesto
RS67,333. Los animales cKO [B-catenina presentaron una disminucién significativa de la
acumulacion de cAMP con respecto a los animales wildtype (cKO VEH: 73,7+4,2 vs WT
VEH: 154,0+12,1%, p < 0,01) (fig. 37A). Por otro lado, el tratamiento durante 7 dias con
el agonista parcial 5-HT4 RS67,333 indujo un descenso en la acumulacion de cAMP en los
animales WT (WT RS: 84,3+7,8 vs WT VEH: 145,5£12,1%, p < 0,001), mientras que el
tratamiento no produjo cambios en animales cKO para B-catenina (fig. 37A). El andlisis
estadistico con ANOVA de dos vias demostréo un efecto significativo de la variable
genotipo [F(1,12)=19,08, p < 0,01], y del tratamiento [F(1,12)=9,27, p < 0,05]. Por otro
lado, los niveles basales de cAMP no presentaron cambios en los diferentes grupos

experimentales (fig. 37B).
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Figura 37. Influencia de la administracion de RS67,333 durante 7 dias sobre la actividad de la
adenilato ciclasa tras la activacion del receptor 5-HT4 en homogeneizados de estriado raton por el
agonista 5-HT4 zacoprida (10 uM). (A) y sobre la cantidad basal de cAMP (B). Resultados
obtenidos Resultados expresados como promedio+S.E.M. ANOVA de dos vias seguido de
Newman-Keuls test. **p < 0,01. n=4 animales por grupo.
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3. CARACTERIZACION DEL RATON QUE
ESTABILIZA B-CATENINA

En este apartado se caracterizaron los animales en los que mediante manipulacion
genética se evita la degradacion de B-catenina en la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo, mediante la eliminacion del exén 3 de esta proteina. Del mismo modo que en
el animal cKO para B-catenina, en los animales que estabilizan B-catenina (cST) se

estudiaron los efectos conductuales, neuroquimicos y moleculares de dicha manipulacion.

3.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE B-CATENINA EN
HIPOCAMPO

Los niveles de expresion de B-catenina en la capa subgranular del giro dentado del
hipocampo se determinaron mediante inmunohistoquimica tras la induccion del transgénico
mediante la administracion de tamoxifeno (1mg/dia, i.p., durante 5 dias), utilizando aceite
de maiz para los grupos vehiculo. Un mes después de la induccion del transgénico no se
observaron cambios en la acumulacion de B-catenina (fig. 38A). El analisis estadistico
mediante ANOVA de dos vias mostrd un efecto significativo de la variable tamoxifeno

(tratamiento) [F(1,17)=4,72, p < 0,05].

Tomando un tiempo mas corto después de la induccidon del transgénico, 12 h
después, el analisis de la expresion de B-catenina en la SGZ del hipocampo, no mostrd
cambios significativos, si bien se observd una tendencia al incremento en animales que
estabilizan B-catenina, frente a los animales WT tratados con tamoxifeno (cST+TMX:
116,5+12,7 vs WT+TMX: 84,7+7,6, p = 0,057) (fig. 38B). E1 ANOVA de dos vias mostro
un efecto significativo de la interaccién entre las variables genotipo y tamoxifeno

[F(1,20)=5,45, p < 0,05].
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Figura 38. Efecto sobre la expresion de B-catenina en la capa subgranular del giro dentado tras la
induccion del animal ¢ST un mes (A) y 12 h (B) después de la ultima administraciéon de TMX.
Resultados expresados como promedio£S.E.M. ANOVA de dos vias seguido de Newman-Keuls
test. n=4-6 animales por grupo.

3.2. ESTUDIOS DE MARCADORES DE PROLIFERACION Y
NEUROGENESIS EN HIPOCAMPO

3.2.1. EXPRESION DE MARCADORES DE PROLIFERACION

Con el objetivo de valorar la influencia de la estabilizacion de PB-catenina sobre
marcadores de proliferacion en la SGZ del hipocampo, realizamos experimentos de
inmunohistoquimica para cuantificar las células que expresan el marcador nuclear de
proliferacion Ki67, como de las células que han incorporado BrdU 1 mes después de la
induccioén del transgénico. En el estudio de la expresion del marcador de proliferacion Ki67
se observo un incremento en los animales ¢ST tras la administracion de tamoxifeno, con
respecto a los animales wildtype tratados con tamoxifeno (cST+TMX: 163,7+14,9 vs
WT+TMX: 112,947,6 células Ki67", p < 0,05) y con respecto a los mismos animales
tratados con aceite (cST+TMX: 163,7+14,9 vs cST+aceite: 113,7+11,2 células Ki67", p <
0,05). El analisis estadistico mediante ANOVA de dos vias revel6 un efecto significativo
de las dos componentes: tratamiento [F(1,22)=7,25, p < 0,05], y genotipo [F(1,22)=7,60, p
< 0,05] (fig. 39A). Por otro lado, el analisis de la incorporacion del andlogo sintético de la

timidina BrdU, no mostr6 diferencias en ninguno de los grupos estudiados (fig. 39B).
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Figura 39. Efecto de la induccion del animal cST sobre la proliferacion hipocampal determinada
por la expresion de la proteina nuclear Ki67 (A), y la incorporacion de BrdU (B). Resultados
expresados como promedio+S.E.M. ANOVA de dos vias seguido de Newman-Keuls test. *p <0,05.
n=4-10 animales por grupo.

Como ya se ha descrito para el animal cKO B-catenina, al observar que los grupos
WT y cKO tratados con vehiculo (aceite) y el grupo wildtype al que se administro
tamoxifeno no presentaban diferencias significativas en los niveles de -catenina, ni en los
niveles de los parametros asociados a proliferacion (Ki67 y BrdU), se decidié realizar el
resto de los experimentos s6lo con los grupos WT y cST tratados con tamoxifeno, y

reduciendo asi el nimero de animales a emplear en los futuros experimentos.

3.2.2. EXPRESION DE DOBLECORTINA (DCX)

Seguidamente, se evalud si los cambios observados en proliferacion se
correlacionaban con cambios en la poblacion de neuronas inmaduras, cuyo marcador
especifico es la proteina doblecortina (DCX). Como se ha descrito para los animales cKO,
realizamos un analisis Sholl del marcaje obtenido con DCX para comprobar el estado de la
arborizacion en estas nuevas neuronas DCX", y asi comprobar si la estabilizacién de B-
catenina inducia cambios en la densidad dendritica. En la figura 40 se muestran los
resultados obtenidos en ambos estudios no observandose cambios entre los dos grupos
experimentales (¢cST y WT) ni en el nimero de células DCX positivas, ni en su
arborizacion. Un ANOVA de dos vias con los datos de la arborizacion dendritica reveld un

efecto significativo en la variable distancia al soma [F=(29,290)=89,78, ***p < 0,001].
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Figura 40. Efecto sobre el nimero de neuronas que expresan doblecortina generadas en la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo tras la induccion del animal transgénico (A), asi como
sobre la complejidad dendritica en las células DCX™ (B). Resultados expresados como
promedio+S.E.M. Prueba t Student, datos no pareados (A). ANOVA de dos vias seguida de
Newman-Keuls test (B). n=5-7 animales por grupo.

3.3. ESTUDIOS CONDUCTUALES

Una vez confirmado el incremento en proliferacion tras la estabilizacion de f-
catenina, se estudi6 el fenotipo comportamental de los animales un mes después de la
administracion de TMX mediante diferentes test conductuales que evaluan conductas de

tipo ansioso y de tipo depresivo.

3.3.1. CONDUCTA DE TIPO ANSIOSA
Test de campo abierto (open field test, OF)

La ansiedad evaluada mediante el test de campo abierto en los animales c¢ST -
catenina en SGZ del hipocampo, no mostrd cambios con respecto al grupo wildtype (fig.
41A).
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Figura 41. Efecto de la estabilizacion de B-catenina (cST) en la SGZ del giro dentado sobre la
ansiedad. Porcentaje de tiempo de permanencia en el centro en el test del campo abierto (OF) (A).
Tiempo en el compartimiento claro vs oscuro en el LDB (B). Curva de supervivencia que muestra
el tiempo de latencia en el NSF (C). Resultados expresados como promedio+S.E.M. Analisis de
supervivencia y diferencias estadisticas determinadas mediante el método de Kaplan—Meier (C).
**%p < 0,001 vs WT. n=7-11 animales por grupo.

Test de la caja clara/oscura (Light Dark Box, LDB)

Con esta prueba se evaluo la conducta ansiosa pura, sin componente emotivo o de
recompensa. No se observaron diferencias entre los dos grupos experimentales evaluados

(¢ST y WT) (fig. 41B).

Novelty Supressed Feeding Test (NSF)

Los animales transgénicos mostraron un fenotipo de tipo ansiolitico/anti-depresivo
en el NSF, evidenciado por la disminucion significativa en el tiempo de latencia a comer

(cST: 265,8+20,9 vs WT: 442,4+34,6 s, p < 0,001) (fig. 41C). No se observaron diferencias
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significativas en la ingesta de comida posterior al test. No se observaron diferencias en

ingesta de comida durante los 5 min de duracion del post-test.

3.3.2. CONDUCTA DE TIPO DEPRESIVA
Test de la natacion forzada (Forced Swimming Test, FST)

Para el analisis del FST, el tiempo de duracion de la prueba, se dividié en episodios
de dos minutos cada uno y se analizaron los tiempos de inmovilidad, natacion (Swimming)
y escalada (climbing). Los tiempos de inmovilidad (fig. 42A) y natacion (fig. 42C) no
mostraron diferencias entre el grupo cST y el grupo WT. El analisis del tiempo de escalada
mostrd una mayor conducta de este tipo en los animales ¢cST con respecto a sus animales
WT en los dos ultimos minutos del test (cST 5-6 min: 6,63+£2,92 vs WT 5-6 min: 0,29+0,29
s, p<0,05) (fig. 42B).

Test de preferencia de sacarosa

Por ultimo, se estudio el efecto sobre la anhedonia de la estabilizacion de B-catenina
en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo. Estos animales no mostraron

diferencias en la preferencia de sacarosa con respecto a los animales wildtype (fig. 42D).
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Figura 42. Efecto de la estabilizacion de B-catenina sobre la conducta tipo depresiva. Conductas de
inmovilidad (A), escalada (B), y natacion (C) en el test de la natacion forzada. Preferencia de
sacarosa (D). Resultados expresados como promedio+S.E.M. Prueba t Student, datos no pareados.
*p < 0,05. n=11 animales por grupo.

3.4. ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

3.4.1. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1a: ESTUDIOS IN
VITRO

De forma paralela a lo realizado con los animales cKO B-catenina, quisimos estudiar
si el efecto conductual observado en los animales que estabilizan B-catenina en la zona
subgranular del hipocampo, estaba asociado a cambios en el sistema serotonérgico, debido

a la importante implicacion de este sistema en la respuesta a farmacos antidepresivos.
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Fijacion especifica de [®*S]GTPyS mediada por la activacion del receptor 5-HT1a en

secciones cerebrales

El estudio de autorradiografia funcional del receptor 5-HT1a mediante fijacion de
[*>S]GTPyS tras estimulacion por el agonista selectivo (+) 8-OH-DPAT 10 uM, mostr6 una
menor estimulacion en el ncleo dorsal del rafe (DRN) de los animales cST frente a sus
respectivos animales WT (-66%, p < 0,05) (figs. 43 y 44). No se encontraron diferencias

en la funcionalidad del receptor 5-HT1a en ninguna de las restantes areas estudiadas.

Figura 43. Autorradiogramas representativos de la fijacion de [*>S]GTPyS inducida por (+)8-OH-
DPAT en el DRN. La figura refleja las estimulaciones basales en el grupo WT (A) y el grupo ¢ST
(B), y las estimulaciones tras la activacion especifica de los receptores 5-HT14 en ambos grupos (A’
y B’ respectivamente). Barra = 2 mm.
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Figura 44. Fijacion de [**S]GTPyS mediada por la activacion de los receptores 5-HTa en ratones
con B-catenina estabilizada. Resultados expresados como promedio+S.E.M. Prueba t Student, datos
no pareados. *p < 0,05. n=4-6 animales por grupo. DRN: nucleo dorsal del rafe; mPFCx: corteza
prefrontal medial; CPu: caudado-putamen; Hp: hipocampo (CA1, area CA1 del hipocampo; CA2-
3, areas CA2 y CA3 del hipocampo; DG, giro dentado); Amy, amigdala; Hyp, hipotalamo.

La fijacion de [*S]GTPyS basal no presenté diferencias en ninguna estructura entre los dos

grupos experimentales estudiados (tabla 8).
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Tabla 8. Valores de fijacion basal de [**S]GTPyS (nCi/g tejido) en las estructuras cerebrales
estudiadas. Resultados expresados como promedio£S.E.M. n=4-6 animales por grupo. mPFCx,
corteza prefrontal medial; Hp, hipocampo (CA1, area CA1 del hipocampo; CA2-3, areas CA2 y
CA3 del hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo), CPu, caudado-putamen; Hyp, hipotalamo,
Amy, amigdal; y DRN, ndcleo dorsal del rafe.

Areas cerebrales WT cKO
PROMEDIO + S.E.M. PROMEDIO + S.E.M.
mPFCx 3472 + 69,1 3552 + 294

Hp

CAl 4923 + 10,2 585,5 + 50,4
CA2-3 4075 + 140 455.7 + 33,1
DG 2288 = 18,1 2452 = 20,6
CPu 662,8 + 824 810,2 + 88,7
Hyp 717,6 + 44,5 7087 + "T9.7
Amy 457,0 + 42,5 367,5 + 48,2
DRN 5332 #* 33,2 540.3 + 30,9

3.4.2. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1a: ESTUDIOS IN
VIVO

Evaluacion de la hipertermia inducida por estrés (SIH)

Como se describido en el apartado del animal cKO, en la SIH se evalu6 la
temperatura corporal basal de los animales ¢ST y WT, asi como la temperatura inducida
por estrés (sonda de temperatura anal) transcurridos 15 min de la medida inicial. Los
animales cST presentaron valores de temperatura basales similares a sus controles WT (fig.
45). Por otro lado los animales cST, sufrieron incrementos significativos de temperatura
tras la aplicacion del estrés (cST t=15 min: 37,65+0,01 vs ¢ST t=0 min: 36,65+0,17°C, p <
0,001), de magnitud similar a los animales WT (WT t=15 min: 37,66+0,08 vSs WT t=0 min:
36,23+0,17°C, p < 0,001) (fig. 45).
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Figura 45. Temperatura corporal evaluada en estado inicial y 15 min después de la aplicacion del
agente estresante. Resultados expresados como promedio£S.E.M. Prueba t Student, datos pareados.
EEEP < 0,001 WT t=15vs WT t=0, ***p < 0,001 ¢ST t=15 vs cST t=0. n=16 animales por grupo.

Evaluacién de la hipotermia inducida por el agonista 5-HTia (+) 8-OH-DPAT en
animales p-catenina cST

La valoracion de la hipotermia inducida por un agonista selectivo para el receptor
5-HTia nos permitié examinar la funcionalidad in vivo de los receptores 5-HTia pre-
sindpticos. Para ello se administro el agonista selectivo 5-HT1a (+) 8-OH-DPAT y se tomo
la medida corporal cada 15 min, durante 1 h. La administracion del agonista selectivo del
receptor 5-HTia (0,5 mg/kg, ip.) promovid un descenso de la temperatura
significativamente menor en los animales ¢ST, con respecto al grupo WT 15 minutos (¢ST:
-1,36+0,18 vs WT: -2,16+0,32°C, p <0,01), 30 min (cST: -1,43+0,26 vs WT: -2,13+0,36°C,
p <0,01), 45 min (cST: -0,94+0,15 vs WT: -1,56+0,33°C, p < 0,05) y 60 min (cST: -
0,62+0,11 vs WT: -1,17+£0,29°C, p < 0,05) tras su administracion (fig. 46). El analisis
estadistico mediante ANOVA de dos vias reflejo la existencia de un efecto significativo del
genotipo [F(3,28)=23,67, p < 0,001], del tiempo [F(4,112)=39,88, p < 0,001], y de la
interaccion genotipo y tiempo [F(12,112)=15,67, p <0,001]. La administracion de vehiculo

(suero salino) no alter6 la respuesta hipotérmica en ninguno de los dos grupos estudiados.
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Figura 46. Hipotermia inducida por la administracion del agonista del receptor 5-HT1a (+) 8-OH-
DPAT 0,5 mg/kg en animales c¢ST para B-catenina y sus correspondientes WT. Resultados
expresados como promedio+S.E.M. ANOVA de dos vias seguido de Newman-Keuls test. ***p <
0,001 WT (+) 8-OH-DPAT vs WT vehiculo; ##p < 0,01 y ###p < 0,001 c¢ST (+) 8-OH-DPAT vs
¢ST vehiculo; $p < 0,05, $$p < 0,01 ¢ST (+) 8-OH-DPAT vs WT (+) 8-OH-DPAT. n=7-9 animales

por grupo.

3.4.3. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1g

La activacion de los receptores 5-HT1s, del mismo modo que los receptores 5-HT 14,

también est4 asociada al efecto antidepresivo como el que presentan nuestros animales cST.

Fijacion especifica de [*®*S]GTPyS mediada por la activacion del receptor 5-HTg en

secciones cerebrales: estudios in vitro

Mediante estudios de autorradiografia funcional se evalué la fijacion de [**S]GTPyS
mediada por la activacion de los receptores 5-HT1s por el agonista selectivo CP94,253 (10
uM). Se observo un aumento significativo de la fijacion de [**S]GTPyS en el area CA1 del
hipocampo de los animales ¢ST B-catenina, frente a sus respectivos controles (218%, p <
0,05), y un incremento, aunque no significativo en sustancia negra (Sn) (+120%, p = 0,08)

para el mismo grupo (figs. 47 y 48).
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Figura 47. Autorradiogramas representativos de la fijacion de [**S]GTPyS inducida por CP94,253.
La figura refleja las estimulaciones basales en el grupo WT (A, B) y el grupo cST (C, D), y las
estimulaciones tras la activacion especifica de los receptores 5-HT ;g en ambos grupos (A’, B’y C’,
D’, respectivamente). Barra = 2 mm.
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Figura 48. Fijacion especifica de [**S]JGTPyS mediada por el agonista selectivo 5-HT g CP94,253
en secciones coronales de cerebro de raton cST B-catenina y sus correspondientes WT. Resultados
expresados como promedio+S.E.M. Prueba t Student, datos no pareados. *p < 0,05 vs WT. n=3-6
animales por grupo. mPFCx, corteza prefrontal medial, CPu, caudado-putamen; Hp, hipocampo
(CAL, area CA1 del hipocampo; CA2-3, area CA2 + CA3 del hipocampo; DG, giro dentado); Hyp
hipotalamo; Sn, sustancia negra.
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Los valores medios basales de la fijacion de [>>S]GTPyS (tabla 9) en las diferentes
areas cerebrales estudiadas en este trabajo, no mostraron diferencias entre los animales cST

para -catenina y sus respectivos animales control.

Tabla 9. Valores de fijacion basal de [**SJGTPyS (nCi/g tejido) en las estructuras cerebrales
estudiadas. Resultados expresados como promedio+S.E.M. n=3-6 animales por grupo. mPFCx,
corteza prefrontal medial; Hp, hipocampo (CA1, area CA1 del hipocampo; CA2-3, areas CA2 y
CA3 del hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo); CPu, caudado-putamen; Hyp, hipotadlamo;
Amy, amigdala; y Sn, sustancia negra.

Areas cerebrales WT cKO
PROMEDIO + SE.M. PROMEDIO + S.E.M.
mPFCx 170.6 + 349 116.6 £ 36.9

Hp

CAl 2599 £+ 17.8 233.0 = 43.1
CA2-3 1845 + 164 1494 + 29.7
DG 998 + 12.8 86.0 + 15.8
CPu 3335 + 64.9 2414 + 373
Hyp 421.0 £ 274 508.6 + 694
Sn 141.1 + 22.1 1104 = 37.6

Evaluacion de la hipotermia inducida por el agonista 5-HT1g CP94,253: estudios in

Vivo

Para valorar la funcionalidad de los receptores de serotonina 5-HTis in vivo
evaluamos la hipotermia mediada tras la estimulacion de los receptores 5-HTis con el
agonista selectivo CP94,253 (10 mg/kg, i.p.). Los resultados de hipotermina inducida por
CP94,253 de los animales cST B-catenina y WT fueron similares. (fig. 49). En este caso, el
analisis mediante ANOVA de dos vias mostré un efecto significativo del genotipo
[F(3,24)=40,64, p < 0,001], del tiempo [F(4,96)=26,62, p < 0,001], y de la interaccion
genotipo y tiempo [F(12,96)=7,56, p < 0,001].
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Figura 49. Hipotermia inducida por la administracién del agonista del receptor 5-HT ;5 CP94,253
10 mg/kg en animales cST y WT para B-catenina. Resultados expresados como promedio+S.E.M.
ANOVA de dos vias seguido de Newman-Keuls test. ***p < 0,001 WT CP94,253 vs WT vehiculo;
"5 < 0,001 cST CP94,253 vs c¢ST vehiculo. n=6-9 animales por grupo.

3.5. MODELO DE CORTICOSTERONA CRONICA EN
ANIMALES cST p-CATENINA

Tras observar la conducta de tipo antidepresiva, y los cambios moleculares y
neuroquimicos, similares a los descritos en la terapia antidepresiva, presentes en los
animales cST tras la estabilizacion de B-catenina, decidimos estudiar si estos cambios
producian un fenotipo “resistente” a la depresion. Para ello, sometimos a estos animales
cST a un modelo animal de depresion con gran validez como el modelo de administracion

cronica de corticosterona (Gourley & Taylor, 2009).

3.5.1. CAMBIOS CONDUCTUALES

Un mes después de la induccion del animal transgénico, se administro a los animales
la corticosterona en la bebida durante 4 semanas mas. Transcurrido este tiempo, los
animales fueron sometidos a diversos test conductuales —NSF, FST y test de la preferencia

de sacarosa—, pudiendo asi evaluar las conductas ansioso/depresivas de estos animales.
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En el NSF (fig. 50A), el grupo ¢ST mostrd una menor latencia frente a los animales
WT dos meses después de la induccion del animal transgénico (cST+AGUA: 111,3+28,9
vs WT+AGUA: 366,8+35,2 s, p < 0,01). El tratamiento crénico con corticosterona indujo
un incremento significativo del tiempo de latencia a comer tanto en el animal WT
(WT+CORT: 539,44+34,3 vs WT+AGUA: 366,8+35,2 s, p < 0,05), como en el cST B-
catenina (cST+CORT: 301,0+£80,6 vs cST+AGUA 111,3428,9 s, p < 0,05). La latencia en
los animales cST sometidos al modelo de corticosterona cronica fue significativamente
menor que en WT modelo (¢cST+CORT: 301,0+80,6 vs WT+CORT: 539,4+£343 s, p <
0,05). El analisis estadistico mediante ANOVA de dos vias mostr6 un efecto significativo
del genotipo [F(1,30)=22,46, p < 0,001], y del modelo de corticosterona [F(1,30)=10,08, p
< 0,01]. La evaluacion de la ingesta durante en post-test mostrd un efecto significativo del
modelo de corticosterona [F(1,30)=13,21, p < 0,01], con una menor ingesta de comida en
los animales wildtype tratados con costicosterona frente a sus respectivos vehiculos (p <

0,01).

Los resultados obtenidos en el FST (fig. 50B) van en linea con los anteriores. Los
animales cST vehiculo presentaron un tiempo de inmovilidad significativamente menor que
sus respectivos WT (cST+AGUA: 15,1+8,0 vs WT+AGUA: 84,8+21,1; p < 0,05). La
administracion cronica de corticosterona provocd un aumento significativo de los tiempos
de inmovilidad en los animales WT (WT+CORT: 140,9+21,2 vs WT+AGUA: 84,8+21,1
s; p < 0,05), sin alterar los tiempos en el animal ¢cST+CORT. Este grupo ¢cST+CORT
presentd valores de inmovilidad significativamente inferiores que los tiempos de
inmovilidad del grupo WT+CORT (cST+CORT: 46,6+20,0 vs WT+CORT: 140,9+£21,2 s,
p < 0,01). El estudio estadistico mediante ANOVA de dos vias reveld6 un efecto
significativo de las varibles genotipo [F(1,32)=20,30, p < 0,001], y modelo de
corticosterona [F(1,32)=5,81, p < 0,05].

Finalmente en el test de la preferencia por sacarosa (fig. 50C), se observ¢ el efecto
de la corticosterona en los animales WT los cuales presentaron estado anhedonico
(WT+CORT: 74,3+£5,6 vs WT+AGUA: 91,0+1,1 %, p <0,01). En cambio, en los animales
cST el modelo de corticosterona no indujo cambios, mostrando una mayor preferencia por
la sacarosa que el grupo WT tratado con corticosterona (¢cST+CORT: 84,6+4,4 vs
WT+CORT: 74,3+5.6 %, p < 0,05). En este caso, el analisis estadistico con ANOVA de
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dos vias reflej6 un efecto significativo en la variable modelo de corticosterona

[F(1,32)=13,34, p < 0,001].
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Figura 50. Efecto sobre la conducta de tipo ansioso/depresiva de los animales ¢ST B-catenina
expuestos a la administracion cronica de corticosterona como modelo de depresion. Conducta en el

NSF (A), FST (B) y preferencia por sacarosa (C).

Resultados expresados como promedio+S.E.M.

ANOVA de dos vias seguido de Newman-Keuls test. p < 0,05, **p < 0,01. n=6-10 animales por

grupo. Student t-test, datos no apareados.
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MTOR

4. SILENCIAMIENTO IN VIVO DE mTOR EN
mPFCx. CARACTERIZACION CONDUCTUAL,
NEUROQUIMICA Y MOLECULAR

4.1. SILENCIAMIENTO AGUDO DE mTOR

4.1.1. EFECTO CONDUCTUAL DEL SILENCIAMIENTO DE mTOR EN
MPFCX.

Los experimentos se realizaron en ratones de la cepa C57BL/6 a los que se
administré mediante coordenadas estereotaxicas: A) una mezcla de dos siRNAs especificos
contra mTOR, y B) vehiculo (liquico cefalorraquideo artificial, LCRa) en corteza
infralimbica (IL) o en corteza prelimbica (PL). Ademas, se infundié siRNA no-sentido
(siRNA ns), sélo en corteza infralimbica. Tras una tinica administracion de los siRNAs
contra mTOR, siRNA ns, o LCRa en estas areas cerebrales se evaluo el comportamiento de
tipo ansioso/depresivo de los animales mediante varios de los test conductuales mas

aceptados en la validacion de farmacos ansioliticos/antidepresivos.
Test de la natacién forzada (Forced Swimming Test, FST)

24 h después de la administracion de los siRNAs selectivos para mTOR en corteza
IL, se observo un incremento del tiempo de inmovilidad en el test de la natacion forzada
(FST) con respecto al grupo control de LCRa (siRNA mTOR: 173,0+6,2 vs LCRa:
149,2+5,2 s; p < 0,01), y al grupo de siRNA ns (siRNA mTOR: 173,04+6,2 vs siRNA ns:
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134,4+5,9 s, p <0,01) (fig. 51A). El grupo siRNA ns no mostr6 diferencias significativas

con respecto al grupo LCRa.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre al grupo infundido
con las moléculas de siRNA para mTOR en la corteza PL y sus respectivos controles
(LCRa, fig. 51B). En este experimento se prescindi6 del grupo siRNA ns, al no observarse,
tras la infusion de los siRNAs contra mTOR, diferencias conductuales con los animales a

los que se administré LCRa.
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Figura 51. Efecto de la infusion de siRNAs contra mTOR en la mPFCx sobre la conducta de tipo
depresiva evaluada mediante el FST. Aumento del tiempo de inmovilidad en animales tras el
silenciamiento de mTOR en la corteza IL (A), y la ausencia de cambios conductuales tras la infusion
de siRNAs paramTOR en la corteza PL (B). Resultados expresados como promedio+=S.E.M. Prueba
t Student, datos no pareados. **p < 0,01. n=5-9 animales por grupo.

Test de suspension de la cola (Tail Suspension Test, TST)

48 h después de la infusion de los siRNA para mTOR vy sus respectivos controles,
se observo un incremento de la inmovilidad en los animales en los que se silencio mTOR
en corteza IL, con respecto al grupo al que se le administr6 LCRa (siRNA mTOR:
187,7£6,3 vs LCRa: 155,2+74 s, p < 0,01), y al grupo de siRNA ns (siRNA mTOR:
187,7+6,3 vs siRNA-ns: 162,749,4 s, p < 0,05) (fig. 52A). El grupo siRNA ns no presento

diferencias significativas con respecto al grupo LCRa en el tiempo de inmovilidad.

Los animales a los que se administro los siRNAs para mTOR y sus respectivos

controles en la corteza PL, no mostraron diferencias conductuales entre los diferentes
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grupos (fig. 52B), como se describio en el test de la natacion forzada. En este experimento
se prescindio del grupo siRNA ns, al no observarse, tras la infusion de los siRNAs contr

mTOR, diferencias conductuales con los animales a los que se administro6 LCRa.
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Figure 52. Efecto de la infusion de siRNAs contra mTOR en la mPFCx sobre la conducta de tipo
depresiva en el TST. Se observd un incremento del tiempo de inmovilidad en los animales en los
que se silencio mTOR en la corteza IL (A), mientras que no se apreciaron efectos conductuales en
los animales infundidos en la corteza PL (B). Resultados expresados como promedio+S.E.M.
Prueba t Student, datos no pareados. *p < 0,05, **p < 0,01. n=5-9 animales por grupo.

Test de campo abierto (Open Field test, OF)

En una segunda tanda de animales, se realizé la evaluacion de la actividad motora
y la conducta ansiosa mediante el test de campo abierto. No se apreciaron cambios
significativos entre los grupos en los que se silencio mTOR en la corteza IL (fig. 53A y B)
o la PL (fig. 53C y D), y sus respectivos grupos control (en los que se infundié LCRa), en
parametros de movilidad, y de ansiedad evaluados en este test conductual. En este
experimento, se prescindid del grupo siRNA ns, al no haber mostrado en el experimento

previo diferencias conductuales con los animales a los que se administro LCRa.
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Figure 53. Efecto de la infusion de siRNAs contra mTOR en la mPFCx sobre la actividad motora
(A, C) y la conducta ansiosa (B, D) en el test de campo abierto. La infusién de sSiRNA mTOR en
corteza IL (A, B) o corteza PL (C, D) no provoco cambios en la distancia total recorrida (A, C), ni
en el tiempo central respecto al total (B, D). Resultados expresados como promedio£S.E.M. n=5-6
animales por grupo.

4.1.2. CAMBIOS MOLECULARES ASOCIADOS AL SILENCIAMIENTO
DE mTOR EN LA mPFCx.

Para determinar el correcto silenciamiento de mTOR, se llevd a cabo una
hibridacion in situ utilizando sondas especificas contra el mRNA que codifica para mTOR.
También empleamos la misma técnica para comprobar si los niveles del mRNA de BDNF
estaban afectados tras el silenciamiento de mTOR, tanto en la corteza IL, como en la

corteza PL, asi como en las diferentes subestructuras que conforman el hipocampo.
Expresion del mMRNA de mTOR tras su silenciamiento en corteza IL y corteza PL

La infusion del siRNA para mTOR en corteza infralimbica (IL), produjo una
reduccion significativa (p <0,001) de la expresion del mRNA para esta proteina en la region
ipsilateral de la corteza IL, a 1.61-1.81 mm con respecto a Bregma (AP3, fig. 54A) y en las
secciones anterioposteriores adyacentes (AP2 y AP4, fig. 54A; p <0.05). No se observaron
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cambios en la expresion de mTOR en la region IL contralateral. Por ANOVA de dos vias,

estos datos mostraron un efecto significativo del silenciamiento [F(3,59)=18,25, p <0,001].
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Figura 54. Efecto de la infusion de siRNAs contra mTOR en la corteza IL sobre la expresion del
mRNA de mTOR en las cortezas IL (A) y PL (B). Los resultados se expresan como valores relativos
de densidad optica, promedio+£S.E.M. ANOVA de dos vias, seguido por Newman-Keuls test. *p <
0,05, ***p < 0,001 vs LCRa-IL-ipsi. n=5 animales por grupo. LCRa-IL-contra (mRNA cuantificado
en la corteza IL/PL contralateral de los animales infundidos LCRa en la corteza IL), LCRa-IL-ipsi
(mRNA determinado en la corteza IL/PL ipsilateral de los animales infundidos LCRa en la corteza
IL), siRNA-IL-contra (mRNA cuantificado en la corteza IL/PL contralateral de los animales
infundidos siRNA mTOR en la corteza IL), y siRNA-IL-ipsi (mRNA cuantificado en la corteza
IL/PL ipsilateral de los animales infundidos siRNA mTOR en la corteza IL). Contra: lado
contralateral al de infusion; ipsi: lado ipsilateral al de infusion.
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La infusion del siRNA para mTOR en corteza IL también produjo la disminucién
de expresion de mRNA para mTOR en la region ipsilateral de la corteza PL en el nivel
anteroposterior AP3 (p < 0,05), asi como en las regiones adyacentes anterior AP2 y
posterior AP4 (p < 0,05; fig. 54B); sin cambios en la region contralateral. El andlisis de
varianza por ANOVA de dos vias con los datos de la expresion de mTOR en corteza PL

mostrd un efecto significativo del silenciamiento [F(3,64)=16,28, p <0,001].

Tras la infusion en la corteza prelimbica (PL) de siRNAs para mTOR se observo
una disminucién significativa en los niveles del mRNA de mTOR en la corteza PL
infundida con el pool de siRNAs (siRNA-PL-ipsi), respecto a la misma area infundida con
LCRa (LCRa-PL-ipsi) en las secciones coronales AP3, (p < 0,05), AP4 (p <0,01), AP5 (p
< 0,001) y AP6 (p < 0.05) (Fig. 55A). No se observaron diferencias en la expresion de
mTOR en la region contralateral. Mediante ANOVA de dos vias de estos datos se observd

un efecto significativo del silenciamiento [F(3,85)=22,64, p < 0,001].

Los niveles de expresion de mTOR en la corteza IL no se vieron modificados de
forma significativa en los animales en los que se infundié siRNAs contra mTOR en la
corteza PL (fig. 55B). Por ANOVA de dos vias, estos datos revelaron un efecto
significativo del silenciamiento [F(3,88)=7,47, p < 0,001].
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Figura 55. Efecto de la administracion de siRNA contra mTOR en la corteza PL sobre la expresion
del mRNA de mTOR en las cortezas PL (A) e IL (B). Los resultados se expresan como valores
relativos de densidad optica. Resultados expresados como promedio=S.E.M. ANOVA de dos vias
seguido de Newman-Keuls test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. LCRa-PL-ipsi. n=3-5
animales por grupo. LCRa-PL-contra (mRNA cuantificado en la corteza PL/IL contralateral de los
animales infundidos LCRa en la corteza PL), LCRa-PL-ipsi (mRNA determinado en la corteza
PL/IL ipsilateral de los animales infundidos LCRa en la corteza PL), siRNA-PL-contra (mRNA
cuantificado en la corteza PL/IL contralateral de los animales infundidos siRNAs mTOR en la
corteza PL), y siRNA-PL-ipsi (mRNA cuantificado en la corteza PL/IL ipsilateral de los animales
infundidos siRNAs mTOR en la corteza PL). Contra: lado contralateral al de infusion; ipsi: lado
ipsilateral al de infusion.
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Expresion del mMRNA de BDNF tras el silenciamiento de mTOR en las cortezas IL y
PL

Tras confirmar la disminucion de los niveles de mRNA de mTOR en las regiones
silenciadas de la mPFCx, se evaluaron los niveles del mRNA de BDNF en diferentes areas
cerebrales como la mPFCx (cortezas IL y PL), y el hipocampo (areas CA1 y CA2-CA3,y

giro dentado) mediante hibridacion in Situ sobre secciones coronales.
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Figura 56. Efecto de la infusion de siRNAs contra mTOR en la corteza IL sobre la expresion de
BDNF en diferentes areas cerebrales: corteza IL (A), corteza PL (B), area CA1 del hipocampo (C),
areas CA2-3 del hipocampo (D) y giro dentado del hipocampo (E). Los resultados se expresan como
valores relativos de densidad ptica; promedio=S.E.M. ANOVA de dos vias seguido de Newman-
Keuls test. *p < 0,05, **p < 0,01 vs LCRa. n=5 animales por grupo. Contra: lado contralateral al de
infusion; ipsi: lado ipsilateral al de infusion.

En los animales en los que se realiz6 el silenciamiento unilateral de mTOR en la
corteza IL se observé un descenso significativo de la expresion de BDNF en la corteza IL
ipsilateral (p < 0,01), y contralateral (p < 0,01) (fig. 56A). En la corteza PL se redujo la
expresion de BDNF tan solo en el lado ipsilateral (p < 0,05), no observandose cambios
significativos en el contralateral (fig. 56B). La expresion en hipocampo no se vio

modificada tras el silenciamiento de mTOR en la corteza IL (figs. 56C, D y E). Mediante
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ANOVA de dos vias los valores obtenidos en corteza IL mostraron un efecto significativo
de las variables lado de infusion [F(1,16)=7,49, p <0,05], y silenciamiento [F(1,16)=26,98,
p <0,001]. Enla corteza PL, un ANOVA de dos vias también mostrd un efecto significativo
de la variable silenciamiento [F(1,16)=13,86, p < 0,01].
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Figura 57. Efecto de la infusion de siRNAS contra mTOR en la corteza PL sobre la expresion de
BDNF en corteza IL (A), corteza PL (B), area CA 1 del hipocampo (C), areas CA2-3 del hipocampo
(D) y giro dentado del hipocampo (E). Los resultados se expresan como valores relativos de
densidad optica, promedio£=S.E.M. ANOVA de dos vias seguido de Newman-Keuls test. **p <0,01
vs LCRa. n=5 animales por grupo. Contra: lado contralateral al de infusion; ipsi: lado ipsilateral al
de infusion.

Por otro lado, en los animales en los que se realizo el silenciamiento unilateral de
MTOR en la corteza PL se apreci6 una disminucion de la expresion de BDNF en la corteza
IL ipsilateral (p < 0,01; fig. 57A), y en la corteza PL ipsilateral (p < 0,01), sin cambios en
las areas contralaterales (fig. 57B). No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de expresion de BDNF en hipocampo (figs. 57C, D y E). El ANOVA de dos vias
con los valores obtenidos en la corteza IL mostrdé un efecto significativo de la variable
silenciamiento [F(1,16)=20,84, p <0,001]. En la corteza PL, mediante ANOVA de dos vias

se observo un efecto significativo de las variables lado de infusion [F(1,16)=18,41, p <
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0,001], y silenciamiento [F(1,16)=18,41, p <0,001]. En las areas CA2-3 del hipocampo, se
observo un efecto significativo del silenciamiento [F(1,16)=4,64, p < 0,05]. También el
giro dentado del hipocampo present6 un efecto significativo de la variable silenciamiento

[F(1,16)=5,29, p < 0,05].

4.1.3. MODULACION DE LA LIBERACION DE SEROTONINA EN
NUCLEO DORSAL DEL RAFE TRAS EL SILENCIAMIENTO DE mTOR EN
LA CORTEZAIL

Con el fin de aclarar los mecanismos que subyacen a la conducta de tipo depresiva
observada tras el silenciamiento de mTOR, evaluamos el estado del sistema serotonérgico
tras la administracion aguda del pool de siRNAs contra mTOR en corteza IL, a nivel del
nucleo dorsal del rafe (DRN). La eleccion de este sistema monoaminérgico cerebral se
centré principalmente en dos razones: la primera se basa en que parte de las neuronas
piramidales de la corteza IL proyectan directamente al DRN, y la segunda, se basa en la

implicacion de este sistema de neurotransmision en la patologia.

Los niveles basales del neurotransmisor serotonina no mostraron diferencias entre
los animales con mTOR silenciado en corteza infralimbica y los animales control (LCRa)
(figs. 58A y C, insertos). Ademas, la infusion intra-DRN del inhibidor de canales de sodio
veratridina no se vio modificada por el silenciamiento de mTOR en corteza infralimbica

(figs. 58A 'y B).

La infusion de bicuculina intra-DRN 48 h después del silenciamiento de mTOR en
corteza IL, produjo un diferente patron de liberacion de serotonina tras la infusion de este
antagonista GABAA a una concentracion de 100 pM, sin cambios significativos tras la
administracion de 30 uM (fig. 58C). Asi, la infusion de bicuculina 100 uM mostrd un
rapido pico de liberacion de serotonina en los animales silenciados para mTOR en IL,
mientras que en los animales control, el incremento de la liberacion de serotonina fue
mantenido. El estudio estadistico mediante ANOVA de dos vias de medidas repetidas en
los experimentos de microdialisis in vivo, tras la administracion de bicuculina 30 puM,
mostrod un efecto significativo del tiempo [F(5,35)=5,26, p < 0,01], y de la interaccion
silenciamiento y tiempo [F(5,35)=2,94, p <0,05]. El anélisis mediante ANOVA de dos vias

del efecto de la infusion de 100 uM bicuculina, presentd un efecto significativo de la
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interaccion silenciamiento x tiempo [F(5,35)=7,81, p < 0,001]. En ninguna de las
condiciones se observaron diferencias en el area bajo la curva del perfil de liberacion de

serotonina (figs. 58 Ay C).
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Figure 58. Respuesta al silenciamiento agudo de mTOR en la corteza IL sobre la liberacion de 5-
HT. Valores obtenidos tras la administracion de veratridina (A, B) y bicuculina (C, D), frente al
tiempo. Respuesta al silenciamiento agudo de mTOR en la corteza IL sobre los niveles basales de
5-HT (insertos en A y C). Valores del area bajo la curva del nivel de serotonina para los valores tras
la infusion de veratridina (B) y de bicuculina (D). Resultados expresados como promedio£S.E.M.
ANOVA de dos vias, seguida de Bonferroni test. *p < 0,05 vs grupo control. n=4-5 animales por
grupo.
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4.2. SILENCIAMIENTO SUBCRONICO DE mTOR

42.1. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE mTOR EN CORTEZA IL
SOBRE LA CONDUCTA

Después del silenciamiento subcrénico (al menos cinco dias) de infusion del pool
de siRNAs especificos contra mTOR en corteza IL, ambos grupos de animales (controles
y siRNA mTOR), fueron sometidos a una bateria de test comportamentales (fig. 14,
Material y Métodos), con el fin de verificar la influencia de la reduccion de los niveles de

mTOR en el fenotipo conductual ansioso/depresivo.

CONDUCTA DE TIPO ANSIOSA

Test de campo abierto (Open Field test, OF)

Cinco dias después de la cirugia, se evalud tanto la actividad motora (fig. 59A),
como la conducta de tipo ansiosa (porcentaje de tiempo de permanencia en el centro del
campo frente al total (fig. 59B), no observandose ninguna diferencia significativa en los

parametros estudiados.

Novelty Supressed Feeding test (NSF)

Con este test se quiso evaluar la conducta ansiosa con componente emocional (tipo
ansioso/depresiva). Al octavo dia de la infusion de los siRNAs para mTOR en corteza IL,
se sometio a los animales a este test después de 24h de deprivacion de alimento. Este test
no mostro diferencias significativas entre los grupos en el tiempo de latencia (fig. 59C),
parametro caracteristico a determinar. Tampoco se observaron diferencias en la ingesta de

comida en sus propias jaulas evaluado durante 5 min después del test.
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Figure 59. Efecto de la infusion subcronica de siRNAs contra mTOR en la corteza IL sobre la
conducta de tipo ansioso. Actividad motora (A), y porcentaje de tiempo en el centro del campo (B)
evaluados mediante el OF. Tiempos de latencia a comer en el NSF, representacion en forma de
curvas de supervivencia donde se puede apreciar para cada tiempo, el nimero de animales que
mordieron el pellet (C). Resultados expresados como promedio£S.E.M. n=8-10 animales por grupo.

CONDUCTA DE TIPO DEPRESIVA

Test de la preferencia de sacarosa e ingesta de sacarosa

El estado anheddnico, uno de los sintomas mas claros en la patologia depresiva, se
evalu6 pasados seis dias del comienzo de la infusion de las moléculas de siRNAs en la
corteza IL. Los animales en los que se infundi6 mTOR presentaron una reduccion
significativa de la preferencia por sacarosa (siRNA mTOR: 62,41+6,1 vs LCRa:
82,31+4,9%, p < 0,05) (fig. 60A), y una clara tendencia sobre la ingesta de la misma (p =

0,06), con respecto a sus controles.
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Figure 60. Influencia de la infusion subcronica de siRNAs contra mTOR sobre el estado de tipo
depresivo, evaluado mediante el porcentaje de preferencia de sacarosa frente a ingesta total de
liquido (conducta anhedénica) (A), y el tiempo de inmovilidad en el TST (B). Resultados
expresados como promedio+S.E.M. Prueba t de Student de datos no pareados. *p < 0,05, **p <
0,01 vs LCRa. n=7-10 animales por grupo.

Test de suspension de la cola (Tail Suspension test, TST)

El comportamiento de tipo depresivo, carente de componente ansioso, fue evaluado
a través del TST, test ampliamente utilizado para valorar los efectos antidepresivos que
presentan ciertos compuestos. En este caso, el parametro a determinar es el tiempo de
inmovilidad de los animales. En el noveno dia de tratamiento se realiz6 el test donde los
ratones infundidos con las moléculas de siRNA manifestaron un mayor tiempo de
inmovilidad frente a sus controles (siRNA mTOR: 164,5+5,1 vs LCRa: 131,4+7,9 s, p <
0,01) (fig. 60B).

422. CAMBIOS MOLECULARES TRAS EL SILENCIAMIENTO
SUBCRONICO DE mTOR EN LA CORTEZA IL

Efecto de la infusidn subcronica de siRNAs para mTOR en corteza IL sobre la

expresion de c-Fos

La expresion de genes de accion temprana es ampliamente utilizada como
marcadores moleculares para activacion de neuronas que sufren cambios plasticos, como
aquellas implicadas en la formacion de la memoria o implicadas en la respuesta a estrés.
Por ello se escogid la expresion de c-Fos, para establecer una conexion entre el

comportamiento de nuestros animales con cambios celulares.
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El analisis de la inmunoreactividad de c-Fos se realiz6 tanto en la mPFCx, cortezas
IL y PL, como en el DRN, por ser esta tltima estructura un area de proyeccion de la anterior.
Ninguna de las areas estudiadas mostro6 diferencias estadisticamente significativas (fig. 61).
Cabe destacar el incremento en el nimero de células positivas para c-Fos (p = 0,09) entre
siRNA mTOR en la IL-contra vs LCRa en la IL-contra, indicando una tendencia al alza en

las células positivas para esta proteina (fig. 61A).
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Figura 61. Efecto de la administracion subcronica de siRNAs contra mTOR en la corteza IL sobre
la expresion de c-Fos en: corteza IL contralateral (A); corteza IL ipsilateral (B); corteza PL
contralateral (C); corteza PL ipsilateral (D); y nacleo dorsal del rafe (E). Resultados expresados
como promedio£S.E.M. Prueba t de Student de datos no pareados. n=3-5 animales por grupo.

Contra: contralateral al sitio de infusion; ipsi: ipsilateral al sitio de infusion.

Efecto de la administracion subcrénica de siRNAs contra mTOR en la corteza

IL sobre la proliferacion hipocampal

Con el objetivo de valorar la influencia del silenciamiento de mTOR en la corteza
IL sobre la neurogénesis hipocampal, cuya disminucion se ha asociado con la etiologia de
la depresion (Duman et al., 1997), se llevé a cabo una inmunohistoquimica para cuantificar

el nimero de células positivas para la proteina nuclear Ki67 en la zona subgranular del giro
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dentado del hipocampo. Como podemos observar en la figura 62, el silenciamiento
subcronico de mTOR en la corteza IL no mostré ninguna variacion significativa en la

proliferacion hipocampal.
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Figura 62. Efecto de la infusion subcrénica de siRNAs contra mTOR sobre la expresion de Ki67
en el giro dentado del hipocampo. Resultados expresados como promedio+S.E.M. n=5-6 animales

por grupo.
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5. ESTUDIO DE LA VIA DE mTOR EN
MUESTRAS POSTMORTEM DE PACIENTES
DIAGNOSTICADOS DE DEPRESION

El tercer objetivo de este trabajo de tesis fue comprobar el estado de la via de mTOR
en corteza frontal de cerebro postmortem de pacientes suicidas. Los pacientes se
diferenciaron entre tratados (MDD +AD) y sin tratar (MDD —AD), los cuales no
presentaron trazas de farmacos antidepresivos en sangre tras los estudios forenses. Las
caracteristicas en base a las cuales se realizo el macheo de controles y sujetos se presentan

en la tabla 1 (apartado 1.3, Material y Métodos).

5.1. ESTUDIO MEDIANTE WESTERN BLOT DE LA
EXPRESION DE PROTEINAS DE LA VIA DE mTOR

El analisis de la cantidad de la proteina mTOR y su forma fosforilada evaluada
mediante experimentos de western blot, no mostré diferencias entre los diferentes grupos
estudiados (fig. 63A). En cambio, se observo un aumento significativo de la actividad de la
via determinada por el ratio fosfo-mTOR (p-mTOR)/mTOR en el grupo MDD +AD
respecto al grupo control (p <0,05), asi como respecto al grupo de pacientes diagnosticados
de depresion mayor sin tratamiento (MDD —AD) (p < 0,05) (fig. 63A). El ANOVA de una

via reveld un efecto significativo de la variable tratamiento [F(2.24)=4.58, p < 0,05].

Por otro lado, en el estudio del efector de la via 4EBPI, asi como de la forma
fosforilada de éste (fig. 63B), el analisis de los grupos MDD —AD y MDD +AD con sus

respectivos controles macheados, no mostr6 diferencias significativas.
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Figura 63. Niveles de expresion de las proteinas mTOR y 4EBP1 y sus formas fosforiladas en
corteza frontal de muestras de cerebro postmortem. (A) Niveles de expresion de mTOR, phospho-
mTOR vy suratio. Aumento del ratio p-mTOR/mTOR en suicidas tratados con antidepresivos (MDD
+AD), respecto a controles. ANOVA de una via seguido de Newman-Keuls post-hoc test. *p < 0,05
vs CONTROL, #p < 0,05 vs MDD —AD. (B) Niveles de expresion de 4EBP1, p-4EBP1 y su ratio.
Resultados expresados como promedio£S.E.M. n=6-22 muestras por grupo.
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5.2. ESTUDIO MEDIANTE gPCR DE LA EXPRESION DE
mRNA DE ELEMENTOS DE LA VIA DE mTOR

En estas muestras también se estudi6 el estado de expresion del mRNA de mTOR,
4EBP1 y p70S6K en el estado patolégico, y su regulacion en individuos tratados con
antidepresivos mediante qPCR. El analisis del principal efector de la via, mTOR, de igual
forma que su efector p70S6K, no presentaron diferencias entre los grupos analizados (figs.
64A y C). Por otro lado, los niveles del mRNA de 4EBPI, efector downstream a mTOR,
se encontraron disminuidos en ambos grupos de sujetos diagnosticados de MDD respecto
a los controles (MDD —AD: 0,35+0,23 vs CONTROL, p < 0,01; y MDD +AD: 0,319+0,09
vs CONTROL, p <0,05) (fig. 64B). El analisis de varianza mediante ANOVA de una via,
reveld un efecto significativo del tratamiento [F(2.24)=5.22, p < 0,05].
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Figura 64. Niveles de expresion del mRNA de mTOR (A), 4EBP1 (B) y p70S6K (C), en muestras
postmortem de corteza frontal de individuos diagnosticados de depresion sin (MDD —AD), y con
(MDD +AD) tratamiento con antidepresivos. Resultados expresados como promedio+S.E.M.
ANOVA de una via seguido de un Newman-Keuls test. *p < 0,05, **p < 0,01 versus CONTROL.
n=6-22 muestras por grupo.
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B-CATENINA

1. CARACTERIZACION DE LOS ANIMALES
TRANSGENICOS INDUCIBLES PARA 8-
CATENINA EN PROGENITORAS DE
HIPOCAMPO

El papel de la via de senalizacion Wnt/B-catenina en la formacidon, mantenimiento
y funcion del SNC es bien conocido (Inestrosa & Varela-Nallar, 2015). Por otro lado, tanto
su implicacién en los trastornos del estado de &nimo, concretamente en depresion mayor
(Karege et al, 2012a; Pilar-Cuellar et al, 2014; Sani et al, 2012), como su papel en el efecto
antidepresivo (Duman & Voleti, 2012; Madsen et al, 2003; Mostany et al, 2008; Pascual-
Brazo et al, 2012; Pilar-Cuellar et al, 2014; Pilar-Cuellar et al, 2012), ha sido descrito

previamente.

Las células madre neurales no sélo juegan un papel importante en aspectos de la
fisiologia cerebral sino que también estan implicadas en varias condiciones patologicas
como los trastornos del estado de animo (Zhao et al, 2008). Hasta la fecha, escasos estudios
muestran como la via de sefalizacion de Wnt, y en especial B-catenina, regulan tanto la
proliferacion como la neurogénesis en cerebro adulto, controlando el destino final de este
tipo celular en concreto (Lie et al, 2005). Esta via de Wnt/B-catenina aparece activada en
nichos proliferativos en respuesta a firmacos o compuestos con accion antidepresiva

(Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012). Por ello, hemos querido estudiar el papel
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de la modulacion de B-catenina en células progenitoras de hipocampo sobre las conductas

de tipo ansioso/depresivo.

En esta tesis hemos utilizado la tecnologia Cre-loxP, mediante la cual la delecion
especifica de lugar esta mediada por la enzima Cre recombinasa, que reconoce y corta en
regiones especificas loxP. En nuestro caso, esta enzima es expresada bajo la accion del
promotor del transportador de glutamato/aspartato en astrocitos (GLAST) (Mori et al,
2006). De este modo, hemos realizado la delecion inducible del gen de la -catenina (cKO)
(Brault et al, 2001), o la eliminacion del exon 3 del gen de la B-catenina para la
estabilizacion de esta proteina (cST) (Harada et al, 1999), en células que expresan GLAST.
Los residuos Ser 33, Ser 37 y Thr 41 son fosforilados por la enzima GSK-3f para la
degradacion de B-catenina (Winston et al, 1999), por lo que la eliminacion de estos sitios
de forforilacion promueve la estabilizaciéon de P-catenina en el citoplasma y posterior
translocacion al nucleo, activando los factores de transcripcion Tcef/Lef (Hrckulak et al,

2016; Polakis, 1999).

Mediante la linea de ratones Rosa26 hemos comprobado la expresion especifica de
la enzima CreER, mediante el marcaje con X-gal, dependiente de la actividad de la enzima
[B-galactosidasa, en la zona subgranular del hipocampo, y no en otras areas cerebrales como
la corteza. Esto confirma que la recombinacion es eficiente en progenitoras neurales de
cerebro adulto (Mori et al, 2006; Ninkovic et al, 2007), ya que este transportador de
glutamato presenta una elevada expresion en las células madre neurales (neural stem cells,
NSCs) (Mich et al, 2014), mientras que su expresion en astrocitos y glia radial es baja
(Jungblut et al, 2012). En este estudio no hemos comprobado la expresion de [-
galactosidasa en la zona subventricular (SVZ) —otra de las areas mas relevantes en
proliferacién en cerebro adulto—, aunque no se han descrito cambios en proliferacion
asociados a la conducta de tipo depresivo en modelos animales de depresion como el de
administracion crénica de corticosterona (Siopi et al, 2016), o en pacientes diagnosticados
de depresion (Maheu et al, 2015), ni asociado al efecto antidepresivo de farmacos

(Santarelli et al, 2003; Surget et al, 2008).

En las dos primeras secciones de este trabajo se estudid en ratones transgénicos
condicionales el efecto de la inactivacion o la estabilizacion de B-catenina, elemento clave

en la via candnica de la sefializacion por Wnt/B-catenina, en la zona subgranular del giro
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dentado del hipocampo un mes después de la induccién del animal transgénico. Este
periodo de tiempo se ha elegido por corresponderse con el tiempo necesario para el proceso
de maduracion neuronal (Goncalves et al, 2016), asi como para la instauracion de la accion
antidepresiva de los fArmacos de uso mas habitual en clinica (Santarelli et al, 2003). En este
trabajo se muestran por primera vez los efectos y consecuencias de la manipulacion
genética de B-catenina en progenitoras del giro dentado del hipocampo en animal adulto,
sobre parametros de conducta de tipo depresivo y ansioso, marcadores de proliferacion y

neuroplasticidad, asi como sobre el sistema serotonérgico.
Expresion de B-catenina en ratones cKO

En los ratones en los que se inactivo f-catenina se observd una disminucion del
numero de acimulos de células inmunopositivas para esta proteina en la capa subgranular
del giro dentado del hipocampo, confirmando que la estrategia genética en estos animales
funcionaba correctamente. Sin embargo, dicha inactivacion no resulta en una eliminacion
completa de los acimulos de B-catenina en esa area. Esto podria deberse a una incompleta
recombinacion de las secuencias situadas entre los sitios I0XP por parte de la enzima Cre
recombinasa (Bao et al, 2013), y/o a la existencia de células que no activan el promotor
GLAST (DeCarolis et al, 2013), como las células progenitoras amplificadoras neurales
(amplifying neural progenitors, ANPs) (Mira et al, 2010). Ademas, la expresion de f-
catenina también se produce en una amplia variedad de poblaciones celulares, como los
neuroblastos que expresan doblecortina y estan en fase de diferenciacion (Lie et al, 2005),
por lo que se mantiene la expresion de -catenina en estos tipos celulares que no expresan

el transportador de glutamato GLAST.

La disminucion de B-catenina que observamos en el giro dentado del hipocampo,
estd asociada a nichos proliferativos (Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012),
donde tiene localizacion nuclear (Mostany et al, 2008). La disminucion de B-catenina con
funcion nuclear en el nucleo accumbens de modelos animales de depresion por estrés
crénico y en muestras humanas postmortem se han relacionado con depresion (Dias et al,

2014). Asi, nuestros resultados apoyarian el papel de B-catenina nuclear en el trastorno.
Expresion de g-catenina en ratones cST

En relacion a los animales que presentan -catenina estabilizada, no apreciamos

incremento en los niveles de B-catenina un mes después de la induccion del animal
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transgénico. Sin embargo 12 horas después de la induccidn, apreciamos un incremento
aunque no llega a ser estadisticamente significativo. La diferencia observada entre los
niveles de B-catenina en el animal que estabiliza la proteina 12 horas y 1 mes después de la
induccion, podria deberse a mecanismos reguladores como un incremento en la tasa de
apoptosis de las células en las que se ha estabilizado B-catenina (Chenn & Walsh, 2002;
Deacon, 2006), o a un enlentecimiento del ciclo celular (Mutch et al, 2010). Los resultados
un mes después de la estabilizacion contrastan con lo descrito por otros autores que utilizan
la misma técnica para incrementar la sefializacion de la via candnica de Wnt/B-catenina en
intestino (Hallpike & Rawdon-Smith, 1934; Harada et al, 1999), e higado (Kai et al, 2010;
Kim et al, 2011b). La diferencia observada entre la estabilizacion de B-catenina en cerebro
y en otros organos, podria estar asociada a una mayor regulacion de esta via de Wnt/p-
catenina en cerebro, dado que la tasa de proliferacion basal en cerebro es significativamente
inferior a la descrita en intestino o en higado (Harada et al, 1999; Kai et al, 2010; Kim et

al, 2011b).

1.1. ESTUDIOS DE PROLIFERACION

1.1.1. EFECTO DE LA INACTIVACION DE B-CATENINA

Expresion de marcadores de proliferaciéon

Esta reduccion de B-catenina en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo
fue paralela al descenso en la proliferacion hipocampal, valorada tanto por una menor
incorporaciéon de BrdU (analogo de timidina que se incorpora a las células en la fase S del
ciclo celular), como por una bajada de la expresion de la proteina nuclear Ki67 (expresada
en todas las fases del ciclo celular excepto la Go). Estos resultados son paralelos a lo
previamente descrito en animales knockout condicionales para B-catenina (Mao et al, 2009),
por lo que el papel de esta proteina es esencial para la proliferacion de progenitoras
neurales, participando ademas en el mantenimiento de los nichos de células progenitoras
(Zechner et al, 2003). En diversos trabajos que utilizan animales knockout para [3-catenina
u otros efectores de la via en células progenitoras embrionarias o progenitoras neurales
adultas, se observa que la pérdida de esta proteina o la inhibicion de la via, incrementa la
probabilidad de que las c€lulas precursoras experimenten diferenciacion en vez de una auto-

renovacion (Wexler et al, 2009; Woodhead et al, 2006). En esos casos, la menor activacion
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de la via Wnt/B-catenina conlleva ademas una reduccion en el nimero de ANPs (Wexler et

al, 2009), o incluso un aumento en la apoptosis (Zechner et al, 2003).
Expresion de marcadores de neurogénesis

La disminucion del marcador de neuronas inmaduras doblecortina (DCX) en el
hipocampo de los ratones en los que se ha inactivado B-catenina es paralelo a la reduccion
de los marcadores de proliferacion BrdU y Ki67, como se ha descrito previamente (Revest
et al, 2009). De forma similar, estudios en cerebro adulto de rata, en los que se bloquea la
actividad de la via Wnt/B-catenina mediante el uso de vectores lentivirales en progenitoras
de hipocampo, indican una disminucién en la poblacion de neuronas inmaduras (Lie et al,
2005). Esta disminucién en el nimero de neuronas inmaduras se correlaciona con la menor
neurogénesis que presentan diferentes modelos animales de depresion (Alonso et al, 2004;
Czeh et al, 2001; Ferrara et al, 2003; Gould & Tanapat, 1999; Malberg & Duman, 2003;
Pham et al, 2003; Rosenbrock et al, 2005; Vollmayr et al, 2003).

El estudio morfoldgico de las neuronas con marcaje DCX mediante un analisis de
Sholl, sin embargo, no mostr6 cambios en la arborizacion dendritica en los ratones con f3-
catenina inactivada en la zona subgranular del hipocampo, de forma paralela a lo descrito
en animales con una reduccion de proliferacion hipocampal (Revest et al, 2009). Estos
resultados contradicen en parte estudios previos que relacionan la disminucion de B-
catenina en neuronas inmaduras de la capa subgranular del hipocampo de cerebro postnatal,
con una fuerte malformacién de estas nuevas neuronas que presentan ausencia de dendritas
o una menor longitud y arborizacion de las mismas (Gao et al, 2007). Ademas, la ausencia
de B-catenina en estado perinatal (Wang et al, 2015), o en cultivos celulares de neuronas
procedentes de hipocampo (Yu & Malenka, 2003), también produce déficits morfoldgicos.
Estos estudios, sin embargo, se han realizado en neuronas en diferenciacion, mientras que
en nuestro trabajo se elimina B-catenina en células progenitoras que expresan GLAST. Esto
sugiere que las neuronas inmaduras de nuestros animales podrian provenir de las células
ANPs que no expresan GLAST (Mira et al, 2010), y que por lo tanto mantienen inalterados

los niveles de B-catenina y en consecuencia dan lugar a neuronas inmaduras normales.

Es indiscutible la participacion de la via Wnt/B-catenina en la formacion de la
circuiteria neuronal a través del desarrollo tanto de axones como de dendritas, sin olvidar

la formacion de las espinas dendriticas y la sinaptogénesis. Sin embargo, ademas de la via
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canodnica, existen otras vias no canonicas de sefalizacion a través de Wnt como la Wnt/PCP,
la cual juega un papel muy importante en la regulacion del citoesqueleto (Rosso &
Inestrosa, 2013). Por ello, cabe la posibilidad de que en los animales cKO, en las células en
las que se ha inactivado B-catenina se produzcan una serie de cambios compensatorios
mediante los cuales otras vias de sefializacion Wnt no canodnicas podrian estar regulando
los déficits ocasionados tras la manipulacion genética en la arborizacién de las neuronas
inmaduras. Es mas, en los procesos de adhesion celular en los que B-catenina juega un
importante papel, otras proteinas de la familia de las cateninas, como la y-catenina
(plakoglobina), podria adquirir el rol de su “hermana” proteica y restablecer las carencias

ocasionadas (Huelsken et al, 2000).

1.1.2. EFECTO DE LA ESTABILIZACION DE g-CATENINA
Expresion de marcadores de proliferacion

En los animales que estabilizan B-catenina los niveles de BrdU fueron similares a
los de sus controles, mientras que los niveles de Ki67 se encontraron aumentados,
indicando que no existen diferencias en el nimero de células que se encuentran en fase de
division celular activa (BrdU") entre los animales wildtype y los modificados
genéticamente. Esta diferencia en la expresion de marcadores de proliferacion en los
animales que estabilizan P-catenina se ha descrito previamente en relacion con un
enlentecimiento del ciclo celular durante el proceso de corticogénesis (Chenn & Walsh,
2002; Mutch et al, 2010). En paralelo a nuestros resultados, estudios previos indican como
la sobreexpresion de B-catenina o la activacion de la via, conllevan una disminucion del
numero de células que salen del ciclo celular y la inhibicion de la diferenciacion celular
(Chenn & Walsh, 2002; Otero et al, 2004; Woodhead et al, 2006). Es mas, la falta de un
aumento en la incorporacion de BrdU corrobora lo revelado en otros trabajos (Imura et al,
2010; Israsena et al, 2004), indicando que la estabilizacion de -catenina, también puede
inducir un aumento del ratio de apoptosis (Imura et al, 2010; Zechner et al, 2003). Por el
contrario, otros autores describen un incremento tanto de la proliferacion como de la

diferenciacion (Otero et al, 2004).

Diferentes estudios indican como la activacion de la via Wnt/B-catenina puede dar

lugar a un agotamiento de precursores en la zona subventricular (SVZ) (Imura et al, 2010).
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En este sentido, resultados de nuestro grupo muestran una disminucion del nimero de
QNPs en la zona subgranular del giro dentado en los ratones con B-catenina estabilizada
(Vidal, Garro-Martinez, et al., enviado para su publicacion). Esta reduccion podria ser
indicativa por un lado de un agotamiento de las QNPs de la zona subgranular del giro
dentado como resultado de un agotamiento del nicho neurogénico (Encinas et al, 2011), y
por otro de la transformacion de QNPs en precursores neurales amplificadores (ANPs)

(Encinas et al, 2011).
Expresion de marcadores de neurogénesis

Nuestros resultados en animales que estabilizan -catenina no muestran cambios en
los niveles de neuronas inmaduras ni en su arborizacion, que podria ser debido a la
inhibicion de la diferenciacion celular, y a la disminucion en la capacidad de las
progenitoras para salir del ciclo celular, como se ha descrito previamente tras la
sobreexpresion de B-catenina o la activacion de la via (Chenn & Walsh, 2002; Woodhead
et al, 2006). Estudios en los que se activa la via de Wnt/B-catenina en cultivos de
progenitoras neurales, describen como el incremento de proliferacion va acompafiado por
una disminucion de los marcadores neuronales y por un incremento de los de glia (Wexler
et al, 2009), lo que esta relacionado con una expansion del pool de progenitoras neurales
(Garcia et al, 2004; Sanai et al, 2004), o un agotamiento del nicho de progenitoras que se
transforman en astrocitos (Encinas et al, 2011). El control temporal de la activacion de esta
via es muy importante, como se ha visto en estudios en cultivos celulares de neuronas
procedentes de hipocampo de rata, en los que la sobreexpresion de f-catenina en células no
progenitoras, induce por el contrario un incremento de la arborizacion dendritica (Yu &

Malenka, 2003).

Como se ha descrito previamente, el proceso de diferenciacion neural requiere un
descenso de los niveles de B-catenina (Wexler et al, 2009; Woodhead et al, 2006), por lo
que la presencia de una forma de [B-catenina mutada y estabilizada, impediria la
disminucién de los niveles de P-catenina intracelular para pasar a un proceso de
diferenciacion de las células que se han dividido, llegando incluso a la pérdida de las
mismas por apoptosis (Imura et al, 2010; Zechner et al, 2003) o a un agotamiento de las
mismas cuando son forzadas a proliferar (Mira et al, 2010). Esto podria explicar que los

niveles de células inmaduras permanezcan invariables.
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En este trabajo, la evaluacion de los marcadores de proliferaciéon y neuronas
inmaduras se ha realizado un mes después de la induccion del animal transgénico, como se
ha indicado al comienzo de la discusion. No podemos descartar entonces, que el incremento
transitorio que se produce en la division celular inmediatamente después de la induccion,
no sea ya evaluable mediante marcadores como la doblecortina, por haber alcanzado esas
nuevas neuronas la madurez después de un mes tras la inducciéon del transgénico

(Goncalves et al, 2016), y haber perdido por tanto la expresion de este marcador neuronal.

Los resultados obtenidos en los animales en los que se ha inactivado o estabilizado
B-catenina en células progenitoras de la capa subgranular del giro dentado, confirman que

la proteina B-catenina es necesaria para la proliferacion y neurogénesis hipocampal.

1.2. ESTUDIOS CONDUCTUALES

Con la intencion de determinar las consecuencias de inactivar o estabilizar la via de
Wnt/B-catenina en progenitoras de hipocampo sobre la conducta, realizamos varios test
para evaluar el comportamiento de tipo depresivo (test de la natacion forzada y preferencia
o ingesta de sacarosa), ansioso (test del campo claro/oscuro y test de campo abierto) o
ambos (novelty suppressed feeding test). Todos ellos, igual que en los estudios de

proliferacion, se realizaron un mes después de la induccion del animal transgénico.

1.2.1. EFECTO DE LA INACTIVACION DE B-CATENINA
Conducta de tipo depresivo

Los animales que presentan -catenina inactivada en células que expresan GLAST,
mostraron un mayor tiempo de inmovilidad en el test de la natacion forzada, indicando un
fenotipo de tipo depresivo. Esto concuerda con antecedentes bibliograficos en los que
ratones knockout condicionales para p-catenina y especificos de cerebro anterior presentan
una conducta de tipo depresivo en un test similar como el test de suspension de la cola
(Gould et al, 2008). La menor activacion de la via de Wnt/B-catenina también conlleva un
estado de tipo depresivo paralelo a un descenso de la proliferacion (Mao et al, 2009; Zhou

et al, 2016) como hemos observado en nuestro modelo.
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Los animales cKO mostraron ademas un claro estado anhedonico. En este caso, no
existen estudios previos en animales knockout para B-catenina que indiquen su implicacion
en este tipo de conducta. Sin embargo, si se ha descrito una conducta paralela en animales
que no expresan ligandos activadores de la ruta de sefalizacion Wnt/B-catenina en
hipocampo ventral (Zhou et al, 2016). Otros autores describen la asociacion entre la
reducciéon de marcadores de proliferacion hipocampales y un estado anheddénico en
roedores (Bessa et al, 2009; Snyder et al, 2011), y en primates no humanos (Perera et al,
2011). El hipocampo esta implicado en la regulacion de estructuras como el nicleo
accumbens y el area tegmental ventral (ventral tegmental area, VTA). En concreto, la
desregulacion de la proyeccion excitatoria entre hipocampo y VTA, podria ser la
responsable de la conducta observada en nuestros animales cKO B-catenina, ya que la
desregulacion de esta via se ha relacionado con una disminucién del tono dopaminérgico

que contribuye a la conducta anhedonica (Warner-Schmidt & Duman, 2006).
Conducta de tipo depresivo/ansioso

La presencia de rasgos ansiosos es habitual tanto en pacientes como en modelos
animales de depresion (Hirschfeld, 2001), por ello, este tipo de conducta fue examinada
mediante el novelty suppressed feeding test en nuestros animales. Este es un buen test
conductual para la evaluacion de la accidon ansiolitica y antidepresiva del tratamiento
crénico con farmacos antidepresivos (Santarelli et al, 2003). La conducta en este test se
correlaciona ademads con el efecto observado en pacientes con depresion mayor (Bodnoff
et al, 1989; Dulawa & Hen, 2005). En este test conductual, los animales en los que se
inactivo B-catenina presentaron una conducta de tipo ansioso/depresivo. La ausencia de
diferencias en la ingesta de comida después del test, indica que los cambios observados
entre los animales con [-catenina inactivada y sus respectivos animales wildtype se deben
exclusivamente a cambios en la conducta ansiosa/depresiva, y no a diferencias en la

conducta alimenticia.

Diferentes trabajos utilizan este test conductual para asociar una disminucion de la
neurogénesis hipocampal con una conducta ansiosa/depresiva (Bessa et al, 2009; Snyder et
al, 2011). En paralelo a lo observado en nuestros animales cKO para B-catenina,
encontramos trabajos donde la alteracion de la neurogénesis, promueve un aumento de la
conducta ansiosa/depresiva evaluada mediante el novelty suppressed feeding test en rata de

forma basal (Bessa et al, 2009), o tras someter al animal a un modelo de depresion (Bessa
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et al, 2009; Snyder et al, 2011). Otros autores, sin embargo, no observan cambios en este
tipo de conducta asociada a una reduccion de la neurogénesis (Meshi et al, 2006; Revest et

al, 2009; Santarelli et al, 2003; Surget et al, 2008; Wang et al, 2008; Zhu et al, 2010).
Conducta de tipo ansioso

Es del todo conocida la elevada comorbilidad que presentan depresion y ansiedad
(Hirschfeld, 2001; Kemp et al, 2012), asi como la regulacion negativa que el estrés ejerce
sobre la génesis de las neuronas del hipocampo (Gould et al, 1992; Gould et al, 1991). Por
ello decidimos evaluar si la reduccion de los niveles de B-catenina y de proliferacion y

neurogénesis asociados, modulaba la respuesta conductual ansiosa en nuestros animales.

La inactivacion de la proteina B-catenina en progenitoras de hipocampo tiene un
efecto ansiogénico en los diferentes test conductuales empleados. Esta conducta es paralela
a lo observado en animales tras la inhibicién de la via Wnt/B-catenina, lo que ocasiona
degeneracion hipocampal (Kim et al, 2011a; Kivimae et al, 2011). El incremento de la
conducta ansiosa también se ha descrito en animales con una deficiencia en la neurogénesis
en el giro dentado del hipocampo (Revest et al, 2009), en paralelo a la reduccion en
proliferacion que observamos en nuestros animales. Estos resultados sin embargo
contrastan con lo descrito por otros autores, donde una supresion condicional y especifica
de B-catenina en cerebro anterior (Gould et al, 2008), o una reduccion de la proliferacion

hipocampal (Saxe et al, 2006; Schloesser et al, 2010) no mostré efectos sobre la ansiedad.

La reduccion en B-catenina, proliferacion, y marcadores de neuronas inmaduras en
los ratones en los que hemos inactivado B-catenina en progenitoras se correlaciona con
resultados en pacientes diagnosticados de depresion mayor (Lucassen et al, 2010b) y con
modelos animales de la enfermedad (Malberg & Duman, 2003). Sin embargo, otros autores
describen la ausencia de cambios en parametros de proliferacion/plasticidad en individuos
que padecen este trastorno (Boldrini et al, 2009), planteandose la hipotesis alternativa de
que la disminucion en proliferacion en cerebro adulto no seria la causante de la depresion,
sino una consecuencia de otra causa primaria (Deacon & Rawlins, 2006). Nuestros
resultados en este modelo animal apoyan la importancia de la disminucién de proliferacion
y/o plasticidad como causa primaria de esta enfermedad, ademas del papel de la B-catenina

hipocampal en la modulacion de la conducta de tipo ansioso/depresivo.
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1.2.2. EFECTO DE LA ESTABILIZACION DE B-CATENINA
Conducta de tipo depresivo

El animal en el que se estabiliz6 f-catenina en la zona subgranular del giro dentado
del hipocampo no muestra cambios un mes después de la induccion del animal transgénico,
sin embargo, dos meses después de la induccion vemos un claro efecto antidepresivo en el
test de la natacion forzada. Este efecto antidepresivo estd en linea con lo descrito en
animales que sobreexpresan J-catenina en varias areas cerebrales (Gould et al, 2007), y de
forma especifica en ncleo accumbens (Dias et al, 2014) o tras la activacion de la via Wnt/p-
catenina mediante inhibidores de GSK-3p (Gould et al, 2007; Kaidanovich-Beilin et al,
2004). La ausencia de cambios significativos en el efecto antidepresivo un mes después de
la induccion del animal transgénico evaluado mediante el test de la natacion forzada, podria
deberse al bajo tiempo de inmovilidad que presenta la cepa de ratones utilizada en este
modelo. Esta baja inmovilidad basal se ha asociado en parte a diferencias fenotipicas
conductuales asociadas al background genético de la cepa (Can et al, 2011). En nuestro
caso, la reexposicion de los animales al mismo test conductual un mes después (dos meses
tras la induccion del transgénico), promovio un incremento en el tiempo de inmovilidad de
los individuos control (Mezadri et al, 2011), haciendo de este modo mas evidentes las
diferencias en el tiempo de inmovilidad en los animales que estabilizan -catenina, y por

lo tanto, su conducta de tipo antidepresivo.

En el parametro de anhedonia no observamos cambios asociados a la estabilizacion
de B-catenina, si bien la reversion de la preferencia de sacarosa tras el tratamiento cronico
con antidepresivos estd asociada a una conducta anheddnica previa, caracteristica de los
modelos cronicos de depresion como el CUMS (chronic unpredictable mild stress)
(Strekalova & Steinbusch, 2010), o la administracidn cronica de corticosterona (Gourley et

al, 2008b).
Conducta de tipo depresivo/ansioso

Este tipo de conducta evaluada mediante el novelty suppressed feeding test, muestra
una conducta de tipo ansiolitico/antidepresivo, opuesta a la conducta de los animales en los
que se inactivé B-catenina. La ausencia de diferencias en la ingesta de comida después de
la realizacion del test conductual, indica que la menor latencia observada en estos animales

es debida exclusivamente a un efecto ansiolitico/antidepresivo mediado por la
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estabilizacion de B-catenina, y no a un incremento en la motivacion para comer. La
literatura actual no refleja ningun estudio donde se evalue este tipo de conducta mediante
el novelty suppressed feeding test tras la estabilizacion de B-catenina o incrementando la
sefalizacion candnica de la via Wnt/B-catenina, por lo que es la primera vez que se describe
este efecto conductual para este tipo de manipulacion en progenitoras de la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo. Asi, la estabilizacion de B-catenina tiene un
efecto conductual similar a la administracion cronica de antidepresivos, donde este efecto
estd asociado a un incremento de B-catenina (Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al,

2012).
Conducta de tipo ansioso

Los animales con B-catenina estabilizada en la zona subgranular del giro dentado
del hipocampo, no presentan cambios en la conducta ansiosa pura. Esto sugiere que la
estabilizacion de la via de Wnt/B-catenina estd mas relacionada con conducta de tipo
antidepresiva y no ansiolitica, al contrario que lo descrito tras la sobreexpresion de [-
catenina en ndcleo accumbens, donde se aprecia ambos efectos antidepresivo y ansiolitico

(Dias et al, 2014).

Considerando los datos obtenidos, podemos relacionar la inactivacion de B-catenina
en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, con un fenotipo ansioso/depresivo,
mientras que la estabilizacion de esta proteina promueve un fenotipo antidepresivo. Los
resultados obtenidos, apoyan la relevancia de la hipdtesis neuroproliferativa/neuroplastica

como causante de la depresion o mediadora del efecto antidepresivo.

1.3. ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

Como se ha descrito en la introduccion, la depresion mayor esta relacionada también
con diferentes sistemas de neurotransmision, como el serotonérgico (Garcia-Garcia et al,
2014). Es por ello que decidimos estudiar el estado de este sistema monoaminérgico tras
eliminar o estabilizar f-catenina en progenitoras de la capa subgranular del giro dentado
del hipocampo para conformar una base mas so6lida, sumandose a los datos aportados por
los cambios en proliferacion y neurogénesis que subyacen en los fenotipos conductuales

observados en ambos grupos.
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1.3.1. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1a

El andlisis de la funcionalidad del sistema serotonérgico, en particular de los
receptores 5-HT1a, reveld cambios en la actividad de este subtipo de receptor en areas

cerebrales especificas tanto para los animales con B-catenina inactivada como estabilizada.

Efecto de la inactivacion de g-catenina

a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT1a

Los animales en los que se elimind B-catenina de la zona subgranular del giro
dentado del hipocampo presentaron una menor funcionalidad de los receptores 5-HT1a en
un gran nimero de estructuras postsindpticas de gran importancia en depresion, como son
la corteza prefrontal, ¢l caudado-putamen, las areas CA1, CA2-3 y el giro dentado del
hipocampo y el hipotdlamo. La evaluacion de la funcionalidad de los receptores 5-HT1a en
corteza prefrontal, una de las areas mas relevantes en depresion (Drevets et al, 2008;
Duman et al, 1997; Seminowicz et al, 2004), mediante estudios de fijacion de [**S]GTPyS
en membranas, confirmé esta reduccion en la funcionalidad mediada por el receptor 5-
HTia, no apreciandose cambios en el parametro de concentracion eficaz 50 (EC50). La
disminucion de la funcionalidad de este subtipo serotonérgico podria deberse a una
reduccion de la densidad de estos receptores (Drevets et al, 1999; Drevets et al, 2007), y/o
a un descenso en el acople de este subtipo de receptor con su correspondiente proteina Gi/o

(Castro et al, 2003).

La reduccion en la funcionalidad de los heterorreceptores 5-HT1a correlaciona con
lo descrito previamente en modelos animales de estrés (Hensler et al, 2007; Karten et al,
1999; Lopez et al, 1998; McKittrick et al, 1995; Watanabe et al, 1993). Esta menor
funcionalidad del receptor 5-HT1a localizado postsinapticamente también se ha descrito en
muestras de cerebro postmortem de pacientes diagnosticados de depresion mayor (Hsiung
et al, 2003), o mediante estudios de PET escaner (Sargent et al, 2000; Savitz et al, 2009).
Otros autores, sin embargo no encontraron cambios en la funcionalidad de este receptor

(Bhagwagar et al, 2004).

La funcionalidad de los receptores 5-HT1a localizados en el nucleo dorsal del rafe

no presentd modificaciones en los animales en los que se elimin6 B-catenina con respecto
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a sus controles. La literatura muestra discrepancias en los estudios referentes a la densidad
de esta poblacion de receptores en muestras postmortem de pacientes suicidas
diagnosticados de MDD. Podemos encontrar trabajos que muestran aumento de su densidad
(Boldrini et al, 2008; Stockmeier et al, 1998), mientras otros trabajos observan

disminuciones en ¢l binding del autorreceptor (Drevets et al, 1999; Drevets et al, 2007).
b) Funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1a

La hipotermia inducida por el agonista selectivo (+) 8-OH-DPAT ha resultado ser
un buen método para analizar la funcionalidad in vivo de los autorreceptores 5-HT1a tanto
en raton (Martin et al, 1992b), como en el ser humano (Lesch et al, 1990; Rausch et al,

2006).

La utilizacion de una dosis de 0,5 mg/kg de este agonista en los animales con -
catenina inactivada, no mostr6 diferencias en la hipotermia inducida por el autorreceptor 5-
HTia en comparacion con sus animales wildtype. Para descartar que la dosis utilizada
estuviera proxima al efecto hipotérmico méaximo, lo cual nos impediria ver un incremento
de la hipotermia en respuesta a una mayor funcionalidad del receptor 5-HT1a, empleamos
una dosis menor a la anterior (0,18 mg/kg) del agonista selectivo 5-HT1a. El andlisis de la
temperatura mostrd en este caso una mayor respuesta hipotérmica inducida por 5-HTia en
los animales cKO B-catenina en comparacion con sus respectivos Wildtype. Estos resultados
apoyan una mayor funcionalidad de los receptores presinapticos 5-HT1a, en linea a lo que

sugerian su conducta ansioso/depresiva.

La respuesta hipotérmica mediada por dosis bajas del agonista (+) 8-OH-DPAT esta
mediada en parte por la activacion de otros receptores como el receptor post-sinaptico 5-
HT7 (Hedlund et al, 2004), el cual se encuentra asociado a trastornos depresivos y ansiedad
(Hedlund, 2009). Por ello, no podemos descartar que otros receptores como el subtipo
serotonérgico 5-HT7 esté participando tanto en la respuesta hipotérmica del agonista, como

en la conducta depresivo/ansiosa que muestran los ratones con f-catenina inactivada.

El incremento de la funcionalidad de los receptores 5-HT1a presinapticos observado
mediante los estudios In Vivo, no se ajusta en parte con los resultados obtenidos en la
autorradiografia funcional, donde no observamos cambios en la funcionalidad de este
subtipo serotonérgico en el ndcleo dorsal del rafe. Sin embargo, hay que tener en cuenta

que en esta técnica in Vvitro solo se determina la funcionalidad del receptor tras su acople a
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proteinas G, mientras que in Vvivo, la activacion de los receptores 5-HT1a presinapticos
puede estar activando otras vias de sefializacion como los canales de potasio (Luscher et al,
1997). Una regulacion diferencial también se ha descrito en rata tras el tratamiento cronico
con SSRIs y antidepresivos triciclicos, donde no se aprecian cambios en el acople de los
receptores 5-HTia a proteinas Gi, pero si se aprecia una desensibilizacion evaluada
mediante hipotermina y electrofisiologia, debido a cambios en otros efectores acoplados a

los receptores 5-HT1a como los canales idnicos (Rossi et al, 2006b).

Por otro lado, el modelo de hipertermia inducida por estrés (SIH) es un método que
sirve para estudiar los efectos agudos del estrés sobre la temperatura corporal, mecanismo
regulado por el sistema nervioso autonomo. Esta respuesta fisiologica es robusta en el
tiempo, facil de medir, se reproduce en muchas especies de mamiferos incluida la humana
y posee una alta validez predictiva. Los receptores 5-HT1a, entre otros, modulan tanto el
incremento de temperatura a corto plazo tras enfrentarse a un estrés, como la temperatura
basal (Bouwknecht et al, 2007), si bien este papel no es apoyado por otros trabajos (Pattij
etal, 2001).

En nuestro estudio, los animales en los que se inactivd B-catenina en la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo presentaron una mayor temperatura basal y
una menor respuesta hipertérmica al estrés que los animales wildtype. Esta mayor
temperatura corporal basal también se ha descrito en ratones doble knockout para los
receptores 5-HT1a y 5-HT1s (Guilloux et al, 2011), postulando en este caso que el receptor
5-HTiB juega un papel mas importante como regulador de esta temperatura basal, por lo
que también hemos estudiado la funcionalidad del receptor 5-HTip serotonérgico en
nuestros modelos animales, como se discutira mas adelante. Por otro lado, animales que
sobreexpresan el receptor 5-HT1a postsindptico y que por tanto tienen un bajo ratio 5-HT1a
pre/postsindptico, se caracterizan por una baja temperatura basal (Rosa, 2015), al contrario
que la elevada temperatura basal en nuestros animales con -catenina inactivada, donde el
ratio 5-HT1a pre/post es mayor que en sus animales wildtype. Sin embargo, otros estudios
en los que se sobreexpresa el receptor 5-HT1a presinaptico (Richardson-Jones et al, 2010),
o en el animal knockout constitutivo para este receptor (Pattij et al, 2001), no muestran

diferencias en temperatura basal.

Cabe destacar que la elevada temperatura corporal también se ha asociado a niveles

altos de citoquinas que producen una conducta “enferma”, que puede cursar con sintomas
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de tipo depresivo (Silverman et al, 2005). Teniendo esto en cuenta, podemos especular que
nuestros animales podrian presentar cambios paralelos, que explicasen el incremento de
temperatura basal, asi como su conducta depresiva/ansiosa. Experimentos en este sentido

serian necesarios para evaluar esta posibilidad.

Los ratones en los que se inactivd B-catenina, presentan también una menor
hipertermia inducida por estrés, sugiriendo que estos animales tienen alterada la respuesta
a situaciones estresantes. Estudios en humano, indican que individuos con niveles elevados
del autorreceptor 5-HTia, son mas susceptibles a sufrir alteraciones en su respuesta al
estrés, adquiriendo vulnerabilidad a padecer trastornos psiquiatricos como la depresion
(Anttila et al, 2007; Kraus et al, 2007; Neff et al, 2009). Ademas, estudios en ratones
manipulados genéticamente en los que se sobreexpreso el receptor presinaptico 5-HTia,
mostraron un menor incremento de la temperatura en respuesta a estrés, y por lo tanto una
menor respuesta fisioldgica al estrés (Richardson-Jones et al, 2010). Estos resultados, en
linea con los obtenidos en nuestros animales con B-catenina inactivada, apoyan una mayor
funcionalidad de los receptores 5-HTia presindpticos. El incremento de temperatura
inducido por estrés esta positivamente correlacionado con la actividad del eje HPA
(Groenink et al, 1994), lo que sugiere que los animales en los que se inactivd B-catenina
pueden presentar una menor liberacion de corticosterona en respuesta a estrés. Esta
desregulacién del eje HPA se asocia a mecanismos regulatorios provocados por la
exposicion a eventos estresantes repetidamente y que preceden al desarrollo de depresion

(Boyer, 2000).

De forma general, un aumento tanto en la densidad como en la funcionalidad de los
autorreceptores 5-HT1a, se relaciona con una conducta de tipo depresivo y la falta de
respuesta a antidepresivos clasicos en modelos animales (Richardson-Jones et al, 2010), asi
como a una mayor vulnerabilidad a padecer trastornos del estado de animo, y una peor
respuesta al tratamiento en pacientes (Anttila et al, 2007; Lemonde et al, 2003; Neff et al,
2009). Este incremento de la densidad/funcionalidad del receptor 5-HTia presinéaptico
también se ha observado en individuos que portan el alelo G/G del polimorfirmo del
receptor 5-HTia C(-1019)G, que promueve una desrepresion de la transcripcion del

receptor 5-HT1a (Lemonde et al, 2004)
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Efecto de la estabilizacion de g-catenina
a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT1a

En los animales en los que se estabilizd B-catenina no se observaron cambios en la
funcionalidad de los receptores 5-HTia en ninguna de las areas en las que este receptor
tiene localizacion postsinaptica, mientras que si se observo una disminucién de la
funcionalidad en los autorreceptores 5-HTia, lo que sugiere la desensibilizacion de los
mismos. Esta reduccion en la funcionalidad de los autorreceptores 5-HT1a concuerda con
la conducta antidepresiva que presentan estos animales, la cual ha sido descrita tras el
tratamiento cronico con antidepresivos (Castro et al, 2003; Hervas et al, 2001; Le Poul et
al, 2000). También, estudios realizados en ratébn muestran que una menor densidad del
autorreceptor 5-HTia, en paralelo a una menor funcionalidad, estd asociada con una
conducta de tipo antidepresiva/ansiolitica, y mejor respuesta a antidepresivos (Richardson-

Jones et al, 2010)

b) Funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1a

La evaluacion de la funcionalidad de los receptores 5-HT1a in Vivo en los animales
con B-catenina estabilizada, mostré6 una hipotermia significativamente menor que la
mostrada por sus controles, indicando una menor funcionalidad de los autorreceptores 5-
HTa. Este resultado confirma el obtenido mediante autorradiografia funcional, apuntando
a la desensibilizacion de los receptores 5-HT1a somatodendriticos. La menor funcionalidad
de los receptores 5-HTia presinapticos estd en linea con la conducta antidepresiva que
muestran nuestros animales tras la estabilizacion de p-catenina. Ademas, para el
establecimiento del efecto antidepresivo se ha descrito la necesidad de la desensibilizacién
del receptor 5-HT1a localizado en el soma de las neuronas serotonérgicas (Le Poul et al,
2000). Esta desensibilizacion del autorreceptor asociada al tratamiento cronico con
antidepresivos, es evaluable mediante una reduccion de la hipotermia en humanos
(Mombereau et al, 2010; Navines et al, 2007; Rainer et al, 2012; Rausch et al, 2006), en
animales naive (Martin et al, 1992b; Rainer et al, 2012), en modelos animales de depresion
(Rainer et al, 2012), o esta asociado también a manipulaciones genéticas con accidon
antidepresiva rapida (Bortolozzi et al, 2012; Ferres-Coy et al, 2013a; Ferres-Coy et al,
2013c).
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Los animales transgénicos en los que se estabilizo f-catenina, ademas, no mostraron
cambios en las temperaturas basales, ni en la respuesta hipertérmica al estrés, sugiriendo
que la respuesta hormonal del eje HPA no est4 desregulada, y/o que no hay alteraciones en
los niveles de citoquinas proinflamatorias (como sugerian los datos en el cKO B-catenina).
Estas hipotesis tendrian que ser corroboradas experimentalmente, si bien, estos cambios

serian mas facilmente evaluables en modelos cronicos de la enfermedad.

Nuestros resultados apoyan la implicacion del receptor 5-HT1a en los trastornos de
ansiedad y depresion aunque existen discrepancias en los trabajos realizados en cerebro
humano. En general los diversos estudios estan en linea con nuestros resultados, mostrando
una disminucién de los heterorreceptores 5-HT14, y a un aumento de los autorreceptores 5-

HTa, localizados en el soma de las neuronas serotonérgicas.

1.3.2. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT s

Teniendo en cuenta la implicacion que tiene el receptor 5-HTis en depresion,
decidimos estudiar los cambios en la funcionalidad del receptor 5-HTis en los animales en
los que se elimin6 o estabilizé de forma constitutiva f-catenina en la capa subgranular del

giro dentado del hipocampo.

Efecto de la inactivacion de g-catenina

a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT1g

Debido a su localizacioén dentro de la neurona, y a diferencia de los receptores 5-
HTia, los estudios de autorradiografia no nos permiten distinguir entre los 5-HTis
localizados como auto y heterorreceptores, ya que fisicamente se encuentran muy proximos

en los terminales axdnicos (Boschert et al, 1994).

El estudio in vitro mediante autorradiografia funcional revelod, en los animales en
los que se inactivo B-catenina en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, una
disminucion en la capacidad especifica del receptor 5-HTis para acoplarse a proteinas G
mediada por la estimulacion con el agonista selectivo 5-HT1s CP94,253, en dos estructuras
cerebrales: el hipotalamo y el caudado-putamen. Estas dos estructuras forman parte de la
principal circuiteria que regula el tono heddnico, asi como las funciones cognitivas a través

de conexiones reciprocas con regiones corticales (Sternat & Katzman, 2016). Ademas, el
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hipotalamo juega un importante papel en el control del comportamiento emocional, asi
como la regulacion del eje HPA, el cual se encuentra alterado en la patologia depresiva
(Arborelius et al, 1999; Bao et al, 2008; Pariante & Lightman, 2008; Sewards & Sewards,
2003). La menor funcionalidad del receptor 5-HT1s obtenida en el hipotdlamo concuerda
con el estudio realizado en un modelo animal de depresion en rata (Edwards et al, 1991).
Otros modelos animales que presentan una conducta de tipo depresivo como es el raton
knockout de BDNF, presentan una reduccion del receptor 5-HTis en areas corticales

(Warner-Schmidt et al, 2010).

Por otro lado, el caudado-putamen presenta una hipofuncionalidad del receptor 5-
HTis en nuestros animales con -catenina inactivada. En animales knockout del receptor 5-
HTis no se han descrito cambios conductuales (Nautiyal & Hen, 2017), sin embargo, en
ratones knockout para la proteina pl1, encargada de incrementar la localizacion de este
subtipo de receptor serotonérgico en la superficie de la membrana celular, se observa una
menor funcionalidad 5-HT1s en otra estructura de los ganglios basales como es el globo
palido, asi como una conducta de tipo depresivo y anhedonia (Svenningsson et al, 2006).
Nuestros resultados concuerdan ademas con la reducida funcionalidad que presentan los
receptores S5-HTis en ganglios basales de individuos que padecen depresion mayor
(Murrough & Neumeister, 2011), y que presentan una peor respuesta a la activacion por
agonistas selectivos del receptor (Cleare et al, 1998; Whale et al, 2001). El caudado y el
putamen forman parte del ndcleo estriado, la parte ventral del cual, junto a la corteza
orbitofrontal, contribuyen a las experiencias de placer (Der-Avakian & Markou, 2012). En
individuos diagnosticados de depresion mayor se ha observado, mediante estudios de
neuroimagen, una disminucion en la actividad de ambas estructuras (Keedwell et al, 2005),
corroborando la existencia de alteraciones en la circuiteria de la recompensa asociadas a la

enfermedad.
b) Funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1g

En nuestros estudios, la menor hipotermia inducida tras la activacion de los
receptores 5S-HTis en los animales en los que inactivamos [-catenina, concuerda con la
menor funcionalidad del receptor 5-HT1s observada en hipotalamo mediante los estudios
de autorradiografia. Esta drea cerebral tiene gran importancia en el control de las respuestas
fisioldgicas emocionales como el deseo sexual, apetito, sed, suefio y temperatura corporal

entre otras (Morrison & Nakamura, 2011; Sewards & Sewards, 2003). Por el contrario, la
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mayor funcionalidad del receptor 5-HTis en hipotalamo y la mayor respuesta hipotérmica
se ha descrito tras la activaciéon de este subtipo de receptor en animales tratados
cronicamente con antidepresivos duales (Vidal et al, 2013). Esto, junto con nuestros
resultados, apoya no sélo la importancia del receptor 5-HTis en el efecto antidepresivo,

sino también en la etiopatogenia de la enfermedad.

Efecto de la estabilizacion de p-catenina

a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT1g

En los animales en los que se estabilizd B-catenina en el giro dentado del
hipocampo, la funcionalidad de los recetores 5-HT1s se encontré aumentada en la region
CA1 del hipocampo y, aunque de forma no estadisticamente significativa, en la sustancia
negra. Estos datos concuerdan en parte con el efecto antidepresivo que se observa tras la
activacion del receptor 5-HT1s en sustancia negra y caudado-putamen, mientras que tras
la activacion de este subtipo serotonérgico en hipocampo no se aprecian cambios
conductuales relacionados con la conducta depresiva (Chenu et al, 2008). Por el contrario,
estudios realizados en rata mostraron un efecto ansiogénico tras la administracion

subcutanea de agonistas selectivos para este subtipo de receptor (Lin & Parsons, 2002).

Estudios utilizando animales que sobreexpresan la proteina pl1, y que presentan
asociada una elevada densidad y funcionalidad de receptores 5-HT1s en sustancia negra,
muestran una conducta de tipo antidepresiva (Svenningsson et al, 2006). Ademas, se ha
descrito la hiperfuncionalidad del receptor 5-HT1s en otras estructuras como el hipotalamo
tras el tratamiento crénico con antidepresivos (Vidal et al, 2013), si bien nosotros no
apreciamos cambios en esta estructura. En este caso, seria de gran interés discriminar la
implicacion de los auto o los heterorreceptores 5-HTis, ya que son estos ultimos, los

sugeridos como mediadores del efecto antidepresivo (Artigas, 2013b; Chenu et al, 2008).
b) Funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1g

En nuestros estudios, los animales en los que se estabiliz6 B-catenina no presentaron
diferencias en la respuesta hipotérmica tras la activacion de receptores 5-HTis, lo que se
corresponde con la ausencia de cambios que presenta este subtipo en hipotalamo. Este
resultado contrasta con la mayor hipotermia descrita tras la administracion cronica del

antidepresivo venlafaxina en ratas naive (Vidal et al, 2013).
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Los resultados obtenidos in vivo mediante la evaluacion de la hipotermia inducida
por la activacion del receptor 5-HT1s, coinciden con los estudios in vitro de autorradiografia
funcional tanto en animales con B-catenina inactivada como estabilizada, apoyando asi la
participacion tanto del hipotdlamo como del receptor 5-HT1s en el control de la temperatura
y validando ambas técnicas empleadas para el estudio de la funcionalidad de este subtipo
especifico de receptor serotonérgico. Por otro lado, sugieren la implicacion de este subtipo

serotonérgico en la modulacién de la conducta de tipo depresivo.

1.3.3. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT4

La asociacion de este subtipo de receptor serotonérgico con el trastorno depresivo
es relativamente nueva y procede de evidencias tanto en humano (Madsen et al, 2015;
Ohtsuki et al, 2002; Rosel et al, 2004), como en animales (Licht et al, 2010; Licht et al,
2009). Ademas, en los tltimos afios se ha descrito que agonistas parciales de este receptor
poseen una accion antidepresiva rapida (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo et al, 2012; Vidal
et al, 2014). Por todo ello, quisimos estudiar la funcionalidad de los receptores 5-HT4 en
nuestros animales con eliminacidon B-catenina en la zona subgranular del giro dentado del

hipocampo.

Efecto de la inactivacion de g-catenina
a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT4

La determinacion de la funcionalidad de los receptores 5-HT4 acoplados a proteinas
Gs mediante autorradiografia funcional ([*>S]JGTPyS) muestra una elevada dificultad
debido a las limitaciones que presenta la técnica (Milligan, 2003). Por ello, evaluamos la
actividad de estos receptores 5-HT4 a través de su capacidad para producir cAMP tras la
activacion de la enzima adenilato ciclasa (Bockaert et al, 1990; Dumuis et al, 1988). Estos
ensayos se realizaron en homogenizados de estriado, ya que esta estructura posee una
elevada densidad del subtipo 5-HT4 (Mengod et al, 1996; Varnas et al, 2003). Ademas, se
ha descrito que la activacion de la senalizacion a través de cAMP en la parte ventral del

estriado, modula las respuestas conductuales inducidas por el estrés (Plattner et al, 2015).

En nuestros experimentos los animales cKO B-catenina mostraron niveles basales
de cAMP mayores que sus respectivos wildtype. De forma paralela se ha descrito una

tendencia al alza en los valores basales de cAMP en la corteza frontal de muestras
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postmortem de victimas suicidas (Valdizan et al, 2010b), y en el modelo de bulbectomia
olfatoria en rata (Pilar-Cuéllar, datos sin publicar). Sin embargo, otros autores no describen
cambios (Hall, 1934; Lowther et al, 1996; Valdizan et al, 2003), o incluso una
hipofuncionalidad del sistema cAMP/PKA en pacientes deprimidos la cual es revertida por
la administracion cronica de antidepresivos (Dwivedi & Pandey, 2008; Fujita et al, 2012;
O'Donnell & Xu, 2012). En nuestro caso, los mayores valores basales de cAMP en el animal
cKO B-catenina, se han relacionado con una sensibilizaciéon de la adenilato ciclasa

(Valdizan et al, 2010b).

Por otra parte, en nuestros ratones cKO [-catenina se ha observado una
disminucion en los niveles del segundo mensajero tras la estimulacion con el agonista
selectivo 5-HTa zacoprida en estriado. Resultados similares se han observado en un modelo
animal de bulbectomia olfatoria en rata (Pilar-Cuéllar, datos sin publicar). La asociacion
entre niveles bajos del receptor 5-HT4 y conducta depresiva/ansiosa también se ha descrito
en animales knockout para este receptor, los cuales muestran un fenotipo ansioso y estado
anhedonico (Amigo et al, 2016; Compan et al, 2004). Ademas, estudios en sujetos sanos
mediante PET escaner describen una correlacion negativa entre el riesgo familiar a padecer
depresion mayor y un menor binding del receptor 5-HT4 en el estriado, pero no en otras
areas como el neocortex (Madsen et al, 2015). Estos cambios podrian deberse a multiples
factores como una menor afinidad de las proteinas Gs por los nucledtidos de guanina (Manji
et al, 1991), una disminucion en los niveles de proteinas Gs (Lesch et al, 1991; Lesch &
Manji, 1992), una reduccion en la capacidad de acoplarse a proteinas G (Watts, 2002), o
una disminucidn de la densidad del receptor 5-HT4, por un incremento en la internalizacién

mediada por agonista, y la posterior degradacion del receptor (Ansanay et al, 1996).

Un efecto similar se ha descrito en modelos animales de depresién como las ratas
Flinders Sensitive Line, en las cuales existe una reduccion de la densidad de receptores 5-
HTs (Licht et al, 2009). En este caso, esta disminucién se ha asociado a una
desensibilizacion de los transportadores de serotonina, lo que conduciria a un incremento
local de serotonina, desencadenando por lo tanto una desensibilizacion del receptor 5-HT4
(Licht et al, 2009). Teniendo esto en cuenta, no podemos descartar en nuestros animales
knockout condicionales para [-catenina, la presencia de niveles elevados de serotonina en
areas como el caudado-putamen, conduciendo asi a la desensibilizacion del receptor 5-HT4

y/o de su cascada de transduccion. De hecho, la eliminacién de serotonina mediante la
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lesion de neuronas serotonérgicas, conducen a un incremento de la densidad de receptores
5-HT4 en diversas areas, entre las que se encuentra el caudado-putamen (Compan et al,

1996).

La menor funcionalidad de los receptores 5-HT4 en nuestros animales con conducta
ansiosa/depresiva es un hecho curioso, por su similitud con los resultados tras la
administracion cronica de fluoxetina (Vidal et al, 2009), venlafaxina (Vidal et al, 2010), y
el agonista parcial 5-HT4 RS67,333 (Pascual-Brazo et al., 2012), en los que se describe
también disminucion en la capacidad de acumular cAMP mediada por este receptor. La
disminucién en la funcionalidad de los receptores 5-HT4 en el estriado de los ratones cKO
B-catenina, es paralela a una menor funcionalidad de los receptores 5-HT1s en esta misma
estructura. La disminucion de ambos receptores plantea la posibilidad de la implicacion de
la proteina pl1. En este sentido, la disminucioén de la proteina pl1, ha sido relacionada
directamente con una reduccion de los receptores 5-HTis y 5-HT4 en membrana
(Svenningsson et al, 2006; Warner-Schmidt et al, 2009). Ademas, estudios en modelos
animales de depresion, asi como en muestras postmortem humanas, han descrito la

reduccién de esta proteina p11 (Svenningsson et al, 2006).

1.3.4. ESTUDIO DE LA LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES EN
CORTEZA PREFRONTAL DEL ANIMAL cKO B-CATENINA

La microdidlisis intracerebral, ya sea en animal anestesiado o despierto, proporciona
una informacién muy valiosa pues obtenemos medidas directas relacionadas con la
transmision sinaptica, ya que en las muestras de dializado se encuentra el contenido del
espacio extracelular donde se produce la comunicacion entre las neuronas. Este dializado
es por tanto el resultado del equilibrio entre la liberacion de neurotransmisores y su

recaptacion mediante los transportadores especificos (Gardier, 2013).

El estudio de los niveles de neurotransmisores mediante microdialisis in vivo fue realizado
implantando las sondas mediante estereotaxia en la corteza prefrontal medial, area elegida
por su gran implicacion en la regulacion de la respuesta al estrés (Luthi & Luscher, 2014;
Tovote et al, 2015). Ademas, ciertos aspectos de la depresion mayor son el resultado de una
mala adaptacion al estrés provocando cambios neuroplasticos en diferentes areas

cerebrales, entre las que se encuentra la corteza prefrontal medial (Davidson, 2002; Drevets
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et al, 2008; Krishnan & Nestler, 2008; Phillips et al, 2003). Esta estructura recibe
conexiones monosinapticas y unidireccionales desde hipocampo, estructura cuyas
funciones principales son la memoria a largo plazo, el procesamiento contextual y espacial,
asi como de las emociones (Fanselow & Dong, 2010). Por ello, esta via hipocampo-corteza
prefrontal medial, juega un papel critico en aspectos cognitivos relacionados con la funcion
ejecutiva y la regulacion de las emociones (Godsil et al, 2013; Li et al, 2015). En nuestro
modelo animal en el que hemos eliminado B-catenina del nicho neurogénico de la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo, nos planteamos como hipétesis que esta
alteraciéon a nivel de proliferacion hipocampal, podria producir deficiencias en las
conexiones hipocampo-corteza prefrontal medial, de forma similar a lo observado en
animales donde se modela el trastorno a través de esta via (Spedding et al, 2005). Para ello,
decidimos estudiar la transmision serotonérgica y la glutamatérgica, por el importante papel
que tienen ambos sistemas de neurotransmision tanto en la neurobiologia de la depresion,

como en su tratamiento (Ferrari & Villa, 2016; Lener et al, 2017).

La determinacion de los niveles extracelulares de serotonina en los animales con f3-
catenina inactivada en progenitoras de hipocampo, se realizd a través de dos
aproximaciones: 1) la aplicacion local de veratridina, alcaloide que produce una
despolarizacion mediada por la apertura de canales de sodio y posterior liberacion de los
neurotransmisores (Hammond, 2015); y ii) la administracion sistémica aguda del SSRI
fluoxetina. La administracion de veratridina de forma local a través de la sonda de
microdidlisis, promueve un pulso despolarizante que reveld6 una liberacion
significativamente menor de 5-HT en los animales cKO [-catenina indicando una
incapacidad para liberar niveles adecuados de neurotransmisor tras el estimulo. Los bajos
niveles de serotonina liberados tras la activacion de los canales de sodio, sugieren la
existencia de un menor nimero de vesiculas en el terminal presinaptico (Cabin et al, 2002;
Taschenberger et al, 2002), o una regulacion a la baja de los canales de sodio. En este
sentido, estudios recientes en los que se ha silenciado -catenina en neuronas describen la
existencia de una reduccion del nimero de canales de sodio y una menor excitabilidad
neuronal (Tapia et al, 2013). Sin embargo, la determinacion de los niveles de glutamato
mostr6 un patron de respuesta similar a los animales wildtype tras el pulso despolarizante,
aunque la liberacion de glutamato se mantiene en el tiempo en los animales cKO B-catenina.

Este hecho no concuerda con un posible déficit en la excitabilidad neuronal mediado por
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los canales de sodio, siendo necesario un estudio mas profundo de los sistemas implicados
con el objetivo de esclarecer la disminucidn en la liberacion de 5-HT en esta area y el
incremento de glutamato. El sistema glutamatérgico en la corteza prefrontal medial
presenta una regulacion compleja y sus niveles extracelulares dependen de un gran nimero
de estructuras cerebrales, principalmente del sistema limbico (Bennett, 2011), lo que

dificulta su interpretacion.

La menor liberacion de 5-HT tras un estimulo excitatorio en los animales cKO [3-
catenina, respaldaria la incapacidad de respuesta o la respuesta maladaptativa al estrés que
presentan estos animales en el test de la natacion forzada (FST), donde unos niveles
adecuados de 5-HT son necesarios para responder correctamente a este paradigma, y
presentar bajos tiempos de inmovilidad (Aksoz et al, 2008; Detke et al, 1995). Estos
resultados estdn ademas sustentados por un estudio reciente donde se correlaciona la
administracion unilateral de veratridina en mPFCx que promueve la liberacion de 5-HT,

con una disminucion del tiempo de inmovilidad en el FST (Gasull-Camos et al, 2017).

En la segunda parte del experimento, tras la administracion sistémica aguda de
fluoxetina los niveles de 5-HT no se vieron afectados, lo que sugiere que estos animales
cKO B-catenina poseen un patron de respuesta similar a los animales wildtype ante el
antidepresivo. Esto contrasta con estudios realizados en ratas que presentan una conducta
de tipo depresivo, en las que la liberacion de serotonina en la corteza prefrontal medial tras
la administraciéon aguda de un antidepresivo esta disminuida (Yamada et al, 2013).
Teniendo en cuenta que el control de la liberacion de 5-HT en dicha estructura depende
principalmente de los autorreceptores 5-HT1a localizados en el nucleo dorsal del rafe, y
que a su vez, la funcionalidad de este nticleo monoaminérgico es controlada por el feedback
procedente de la propia corteza prefrontal medial (Celada et al, 2002), nuestros resultados
no indican cambios relevantes en esta circuiteria. En este caso, la mayor funcionalidad de
los autorreceptores 5-HT1a que hemos observado mediante los estudios de hipotermia, no
se correlaciona con cambios observables en el patron de liberacion de serotonina en
respuesta a la administracion aguda de fluoxetina. Por otro lado, los cambios producidos a
nivel presinaptico podrian verse compensados por cambios en la funcionalidad de los
heterorreceptores 5-HTia, u otros receptores implicados en el control del feedback
inhibitorio, como son los receptores 5-HT2a (Sharp et al, 2007). Por ello, no podemos

descartar que la adecuada funcionalidad de la conexion DRN-mPFCx que se aprecia en los

197



Discusion

animales cKO, sea el resultado de mecanismos compensatorios, que de manera indirecta
regulen la liberacion de 5-HT (Casanovas et al, 1999; Lopez-Gil et al, 2009). Con respecto
al sistema glutamatérgico, la falta de cambios asociados a la administracion aguda del
antidepresivo sugiere la ausencia de cambios en la respuesta de este sistema de

neurotransmision.

En referencia a los niveles basales de ambos neurotransmisores, no se observaron
cambios significativos en estos grupos, sin embargo, cabe destacar la existencia de un
incremento no significativo de serotonina basal en los ratones cKO B-catenina. Un mayor
nivel basal de este neurotransmisor podria explicar la desensibilizacion del receptor 5-HT4
(Licht et al, 2009), o del heterorreceptor 5-HT1a (Bosker et al, 2001) que observamos en
nuestros animales, como cambio adaptativo a concentraciones locales elevadas de

serotonina.

La 5-HT acttia también como uno de los factores reguladores mas importantes de la
neurogénesis hipocampal (Brezun & Daszuta, 1999), relacionandose el incremento de los
niveles de serotonina promovido por el uso de los inhibidores de su recaptacion, con un
aumento de la neurogénesis (Djavadian, 2004; Malberg et al, 2000; Manev et al, 2001). En
este proceso juega un importante papel el subtipo serotonérgico 5-HT1a (Radley & Jacobs,
2002; Santarelli et al, 2003) localizado en neuronas no serotonérgicas en hipocampo
(Banasr et al, 2004), no pudiendo descartar la participacion de otros subtipos de receptores
serotonérgicos como los 5-HT4 (Lucas et al, 2007; Mendez-David et al, 2014; Tamburella
et al, 2009). De esta manera, nuestros resultados estarian apoyando el link entre la hipotesis
clasica o monoaminérgica, en la que se postula que una disminucién en la actividad
serotonérgica esta asociada con la etiopatogenia de la depresion (Malberg et al, 2000;
Manev et al, 2001), y la hipotesis neurotrofica (Duman et al, 1997), que asocia la patologia

con deficiencias en factores neurotroficos, proliferacion y neuroplasticidad.

Todo ello sugiere una importante contribucion de la B-catenina, a través de su papel
en el control de los diferentes estadios presentes durante el proceso de la neurogénesis
hipocampal adulta (proliferacion, diferenciacion y maduracidon), participando en el
mantenimiento de la integridad de esta estructura y de las conexiones que establece con
otras areas cerebrales de relevancia en la patologia depresiva. Los resultados encontrados
sugieren que los cambios asociados a la modulacion de los niveles de B-catenina, podrian

influir de forma indirecta en la regulacion de la actividad del sistema serotonérgico cerebral.
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El analisis de las modificaciones en el sistema serotonérgico, asociadas a una
disminucién de B-catenina en progenitoras de hipocampo, ha mostrado por primera vez que
la eliminacion parcial del efector principal de la via de sefializacion Wnt/ B-catenina, reduce
la proliferacion y la neurogénesis hipocampal adulta y que esto conlleva en los animales un
fenotipo ansioso/depresivo, asi como la regulacion a la baja de la funcionalidad de los
heteroreceptores 5-HTia en las principales areas implicadas en la patofisiologia de la
depresion, en paralelo a lo descrito en cerebro humano postmortem de sujetos depresivos
(Bhagwagar et al, 2004; Drevets et al, 2007). A su vez, presentan una disminucion de la
funcionalidad del receptor 5-HT1s en areas como el hipotdlamo, y del 5-HT4 en el estriado.
Ademas, los ratones en los que se elimind B-catenina muestran una liberacion de 5-HT

menor en respuesta a estimulo despolarizante.

Por el contrario, la estabilizacién de B-catenina resultdé en un incremento de la
proliferaciéon hipocampal, y una conducta de tipo antidepresiva paralela a una
desensibilizacion de los autorreceptores 5S-HT1a. Como comentamos previamente, este dato
es muy sugerente debido a su paralelismo con el mecanismo de accidon de los farmacos
antidepresivos (Artigas, 2013b), ya que el tratamiento cronico con estos farmacos, conlleva
la desensibilizacion del receptor 5-HT1a, y la consecuente desinhibicion del firing de las
neuronas serotonérgicas presentes en los nucleos del rafe (Albert & Lemonde, 2004). Este
bajo tono serotonérgico a través del 5-HTia presindptico se ha asociado con una menor
conducta depresiva, ademds de ser critico para establecer una correcta respuesta a

tratamientos antidepresivos (Richardson-Jones et al, 2010).

1.4. ESTUDIOS DE NEUROIMAGEN

Tras la aparicion de la hipdtesis neurotrofica de la depresion (Duman et al, 1997),
se publicaron gran cantidad de estudios preclinicos que demostraron, la relacion entre la
exposicion a acontecimientos estresantes y los cambios neuroplasticos que experimentan
estructuras limbicas implicadas en emocion y cognicion. La principal area cerebral
estudiada hasta la actualidad es el hipocampo, debido a su importancia en funciones de
aprendizaje y memoria (Leuner & Gould, 2010), y a que su neuroplasticidad es altamente

sensible al estrés (Checkley, 1996). Los estudios de neuroimagen realizados con el objetivo
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de determinar posibles cambios en el volumen hipocampal de pacientes diagnosticados con
depresion mayor, han llevado a discrepancias en los resultados. Asi, algunos autores han
descrito una reduccion bilateral (MacQueen et al, 2003; Sheline et al, 1999), la reduccion
del hemisferio derecho (Bell-McGinty et al, 2002; Steffens et al, 2000), o del hemisferio
izquierdo (Bremner et al, 2000; Mervaala et al, 2000). Por el contrario, otros autores no
muestran variaciones (Axelson et al, 1993; Frodl et al, 2002; Posener et al, 2003; Rusch et
al, 2001; Vakili et al, 2000). No esta claro si estas diferencias son causa o consecuencia de
la enfermedad, ni los mecanismos por los que se observan estos cambios en el volumen
hipocampal en los pacientes. Por ello se han postulado tres factores como causantes de los
cambios en neuroplasticidad: elevados niveles de glucocorticoides (Checkley, 1996),
pérdida neuronal mediante apoptosis o disminucion de la neurogénesis (Lee et al, 2002;
Sapolsky, 2000), o reduccion en nimero de células gliales (Cotter et al, 2001a; Cotter et al,
2001b). Por otro lado, no se puede descartar que estos cambios sean producto de
alteraciones en el balance de fluidos entre los ventriculos y los tejidos cerebrales, o de
modificaciones en el espacio extracelular (Czeh & Lucassen, 2007; Videbech & Ravnkilde,

2004).

Para comprobar en los animales cKO para B-catenina si el fenotipo conductual
observado, estaba asociado no solo a cambios en los marcadores de proliferacion y
neurogénesis, sino también a posibles cambios en el volumen hipocampal, estos animales
fueron sometidos a un estudio de resonancia magnética nuclear. El andlisis de las imagenes
obtenidas no mostro diferencias entre los volimenes del hipocampo, tal y como describen
algunos de los estudios realizados en pacientes diagnosticados de depresion (Axelson et al,
1993; Frodl et al, 2002; Posener et al, 2003; Rusch et al, 2001; Vakili et al, 2000). Tampoco
existieron diferencias en los valores de relajacion T2, parametro utilizado como
herramienta indicadora en otras enfermedades cerebrales (Gareau et al, 2000; Pitkanen et
al, 1996). Sin embargo, la reduccion del volumen hipocampal estd modulada no s6lo por
una reduccién en proliferacion y neurogénesis, sino también por la pérdida de
ramificaciones dendriticas, la reduccion del tamaiio celular de neuronas y glia, procesos de
apoptosis, menor numero de células gliales, y/o reduccion del fluido extracelular (Czeh &
Lucassen, 2007), por lo que la reduccion en proliferacion y neurogénesis observada en el
hipocampo en nuestro modelo cKO B-catenina puede no ser suficiente para ser visualizada

como una reduccidn macroscopica de volumen hipocampal.
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Hay que puntualizar que ciertos estudios proponen la existencia de una correlacién
positiva entre el numero de episodios y la reduccion del volumen hipocampal (Lupien et
al, 1998; Neumeister et al, 2005; Sheline et al, 2003). Esto sugiere en nuestro caso, que los
cambios provocados tras la inactivacién de B-catenina, podrian no ser suficientes para
generar cambios en el area hipocampal, pero que, tras la exposicion de estos animales a
diferentes situaciones estresantes o modelos animales de depresion, los cambios en el

volumen hipocampal podrian hacerse patentes.

Para finalizar, no podemos descartar las limitaciones de la técnica, ya que, al
seleccionar secuencias con un alto grado de resolucion, estdbamos reduciendo el numero
de cortes realizados y, en consecuencia, podriamos estar perdiendo pequefias variaciones
volumétricas o por el contrario, si reducimos la resolucion, aumenta la dificultad de la

segmentacion de las imagenes para el recuento del area.

2. MODULACION POR ANTIDEPRESIVOS EN
EL RATON KNOCKOUT CONDICIONAL PARA
B-CATENINA

Con el fin de validar los resultados obtenidos en los estudios conductuales,
neuroquimicos y moleculares inducidos por la eliminacién de B-catenina en la capa
subgranular del giro dentado del hipocampo, sometimos a los animales a un tratamiento
crénico con el SSRI fluoxetina, y a un tratamiento subcronico durante 7 dias con el agonista
del receptor 5-HT4 RS67,333 (Eglen et al, 1995), ya que, como esta descrito, es un
compuesto con potencial antidepresivo en ensayos pre-clinicos (Lucas et al, 2007; Pascual-
Brazo et al, 2012). Tras el tratamiento, los animales fueron caracterizados
conductualmente, y en el caso de los animales tratados con el agonista 5-HT4, se evaluaron

ademas diferentes marcadores del sistema serotonérgico.
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2.1. CARACTERIZACION CONDUCTUAL TRAS EL
TRATAMIENTO CRONICO CON FLUOXETINA

2.1.1. IMPACTO SOBRE LA CONDUCTA DE TIPO ANSIOSO/DEPRESIVO

Un mes después de la induccion del modelo, se comenzo6 el tratamiento cronico con
el inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina fluoxetina. La conducta en el novelty
suppressed feeding test no reveld cambios en el fenotipo ansioso/depresivo en los animales
cKO con respecto a los wildtype tratados con vehiculo. Ademas, la administracion del
farmaco antidepresivo no produjo efectos conductuales aparentes en este test en los
animales cKO. En nuestro caso, la pérdida de la conducta ansiosa/depresiva que presentan
los animales cKO [B-catenina dos meses después de la induccion del transgénico se deberia
a la recuperacion de la proliferacion hipocampal (Vidal et al, 2014). En nuestros animales
no se elimina por completo PB-catenina en la zona subgranular del giro dentado,
manteniéndose en células que no expresan GLAST, por lo que se mantendria la posibilidad
de generar nuevas neuronas. Esta reversion de la proliferacion se correlaciona con la
reversion en la conducta ansioso/depresiva en el novelty suppressed feeding test (David et
al, 2009; Santarelli et al, 2003; Surget et al, 2008), reforzando la utilidad de este test como
predictivo del estado proliferativo y neuroplastico de los animales de estudio. En modelos
animales en los que se elimina la proliferacion en hipocampo, la conducta de tipo
depresivo/ansioso en este test, se observa solamente tras someter a los animales a un estrés
agudo (Snyder et al, 2011). En nuestro caso no hemos evaluado si la reversion conductual
en nuestros animales es total, o estos animales knockout condicionales para [-catenina
presentan una susceptibilidad incrementada a modelos de estrés. La ausencia de respuesta
al tratamiento de la fluoxetina en los animales ¢cKO, en comparacién con sus controles,
sugiere que otras modificaciones no relacionadas directamente con proliferacion
hipocampal en estos animales, no habrian revertido dos meses después de la induccion,

dando lugar a una incapacidad para responder al tratamiento antidepresivo.

Por otro lado, el estado anhedonico que revelaron estos animales un mes después de
la induccion del transgénico, se mantuvo en el tiempo. La conducta anheddnica, presente
todavia dos meses después de la induccion del transgénico, sugiere que esta conducta que
es dependiente de otras areas cerebrales como el estriado ventral (nlcleo accumbens) y la

corteza prefrontal ventral (Der-Avakian & Markou, 2012; Keedwell et al, 2005), no
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depende unicamente del grado de proliferacion hipocampal, como algunos autores han
descrito (Jayatissa et al, 2009), por lo que una recuperacion de la proliferacion en esta area,
no tendria ninguna influencia sobre este rasgo depresivo. El tratamiento con fluoxetina si
origind en este caso un efecto hedonico en los animales knockout B-catenina, pues revertid
el estado depresivo representado por un aumento en la preferencia por sacarosa respecto a
los animales sin tratar, en paralelo a publicaciones previas (Bessa et al, 2009; David et al,
2009). Algunos autores han descrito la necesidad de un incremento de proliferacion
promovido por el tratamiento con fluoxetina para revertir el efecto anhedénico de modelos
de depresion (Surget et al, 2008; Surget et al, 2011). De este modo, se recuperaria la
modulacion de la circuiteria especifica como son las vias aferentes al area tegmental
ventral y nicleo accumbens desde el hipocampo (Pittenger & Duman, 2008), implicadas

en la conducta hedonica (Warner-Schmidt & Duman, 2006).

En estos experimentos, la reversion del fenotipo ansioso/depresivo con el tiempo no
nos permite caracterizar adecuadamente los cambios observados en conducta tras la
administracion del antidepresivo fluoxetina en el animal cKO. Posiblemente, la realizacion
del tratamiento cronico con el antidepresivo inmediatamente después de la induccion del
animal transgénico, nos hubiera posibilitado ver la existencia o no de una clara reversion

de las conductas depresiva/ansiosa y anhedonica inducida tras la eliminacion de -catenina.

2.2. CARACTERIZACION CONDUCTUAL Y MOLECULAR TRAS
EL TRATAMIENTO SUBCRONICO CON RS67,333

2.2.1. EFECTO SOBRE LA CONDUCTA ANSIOSA/DEPRESIVA

El tratamiento subcronico con el agonista parcial del receptor 5-HT4 en los animales
en los que se elimind B-catenina produjo una reversion de la conducta depresiva/ansiosa, lo
que concuerda con estudios previos realizados en rata (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo et
al, 2012), y en un modelo de depresion en raton (Gomez-Lazaro et al, 2012). Es mas, la
administracion subcronica de este compuesto es capaz de revertir la conducta anheddnica
en modelos animales (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo et al, 2012). Sin embargo, otros
autores utilizando otros modelos animales de depresion, como el de administracion cronica

de corticosterona en raton, indican la necesidad de administrar tratamientos croénicos con
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este compuesto para obtener un efecto antidepresivo (Mendez-David et al, 2014). La
reversion de la conducta depresiva tras siete dias de tratamiento con RS67,333 observada
en nuestros estudios, se ha asociado con un incremento de B-catenina y de la proliferacion
en el hipocampo (Mendez-David et al, 2014; Pascual-Brazo et al, 2012). Por ello, el efecto
antidepresivo del compuesto RS67,333 observado en nuestros animales knockout para [3-
catenina podria estar mediado por un incremento de parametros relacionados con

proliferacion.

2.12. EFECTO SOBRE LA FUNCIONALIDAD DEL SISTEMA
SEROTONERGICO

Teniendo en cuenta las alteraciones en el sistema serotonérgico en los animales
knockout para B-catenina en la capa subgranular del giro dentado del hipocampo, quisimos
comprobar si la administracion subcronica del compuesto RS67,333 era capaz de revertir o

compensar las disfunciones observadas.
Modulacién de la funcionalidad de los receptores 5-HT1a

Los ensayos de fijacion de [*>S]GTPyS en homogeneizados de membrana
procedentes de corteza prefrontal se utilizaron para evaluar la funcionalidad de los
receptores 5-HT1a. Como se ha indicado anteriormente, los animales knockout f-catenina
presentaron una menor funcionalidad de los heterorreceptores 5-HT1a en esta area, que fue
revertida tras la administracién subcronica del compuesto RS67,333. El incremento de la
funcionalidad de los receptores 5-HTia en corteza prefrontal podria deberse a un
incremento de la densidad de estos receptores, y/o a un incremento del acople de este
subtipo de receptor con su correspondiente proteina Gi/o. Sin embargo, tratamientos
crénicos con farmacos antidepresivos muestran en general una ausencia de cambios en la
densidad de los receptores 5-HT1a (Hervas et al, 2001; Le Poul et al, 2000) y un incremento

en la funcionalidad de los mismos (Castro et al, 2003).

Este incremento de funcionalidad en éareas donde el receptor 5-HTia tiene
localizacidn postsinaptica, se corresponde con un aumento de la actividad inhibitoria del
receptor 5-HT1a en hipocampo de animales tratados con RS67,333 (Lucas et al, 2007), o el

incremento de su funcionalidad en regiones postsinapticas como el hipocampo, como se ha
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descrito tras el tratamiento con fArmacos antidepresivos clasicos (Castro et al, 2003). Estos
resultados confirman la importancia que tiene la modulacion del receptor 5-HTia en el

efecto antidepresivo rapido del agonista parcial 5-HT4 RS67,333.

El efecto antidepresivo mediado por el tratamiento subcrénico con RS67,333
también se corresponde seglin algunos autores con una desensibilizacion del autorreceptor
5-HTia (Lucas et al, 2007). Por ello, no podemos descartar esta posibilidad en la mediacion
del efecto antidepresivo en nuestros animales knockout para B-catenina dado que los
animales en los que hemos eliminado -catenina presentan una hipersensibilizacion de este
receptor, como vimos en los experimentos de hipotermia inducida por la activacion de este

subtipo serotonérgico.
Modulacion de la funcionalidad de los receptores 5-HT4

La evaluacion del efecto de la administracion subcronica del compuesto RS67,333,
sobre la funcionalidad de los receptores 5-HT4 en animales cKO B-catenina en el giro
dentado del hipocampo, se llevo a cabo mediante ¢l estudio de la acumulacion de cAMP en
homogenizados de nucleo estriado. El tratamiento con RS67,333 en los animales wildtype
mostré una reduccién de la acumulacion de cAMP inducida por el agonista 5-HTa
zacoprida, que se corresponde con estudios previos en ratas naive tras 7 dias de tratamiento
con RS67,333 (Pascual-Brazo et al, 2012), o tras el tratamiento crénico con antidepresivos
clasicos (Reierson et al, 2009; Vidal et al, 2009; Vidal et al, 2010). De forma paralela, se
ha descrito la regulacién a la baja de los receptores 5-HT4 en algunas areas cerebrales tras
la administracion cronica de antidepresivos como la paroxetina (Licht et al, 2009), como
consecuencia de la elevacion de los niveles de serotonina por efecto del tratamiento
farmacologico (Hajos-Korcsok et al, 2000; Owen & Whitton, 2005), si bien en otras areas
como la sustancia negra no se observan cambios en la densidad de receptores 5-HT4 (Gobbi
et al, 1997). En nuestro caso, la disminucion de la sefializacion mediada por los receptores
5-HTs en estriado, estaria debida a una regulacion a la baja del receptor, o a una
desensibilizacion del mismo, como consecuencia del aumento de los niveles de serotonina
tras el tratamiento con RS67,333, como se ha descrito en hipocampo después de 3 dias de
tratamiento con este compuesto (Licht et al, 2010). Sin embargo, el tratamiento con
RS6,7333 no mostré cambios en los niveles de cAMP en los animales cKO, posiblemente
debido a que los niveles del segundo mensajero mediados por la activacion del receptor 5-

HT4 en estos animales ya son bajos (como se discutid en el apartado 1.3.3.).
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3. CARACTERIZACION CONDUCTUAL DE UN
MODELO DE DEPRESION EN EL ANIMAL
CON B-CATENINA ESTABILIZADA

En la caracterizacion fenotipica del animal que presenta la forma estabilizada de 3-
catenina un mes después de la induccion, no se observaron en general cambios en la
conducta depresiva/ansiosa, si bien en el novelty suppressed feeding test, la conducta
antidepresiva/ansiolitica fue clara. Por ello, quisimos evaluar si la expresion de -catenina
constitutivamente activa inducia un fenotipo resistente o resiliente en un modelo animal de
depresion realizado mediante la administracion cronica de corticosterona en agua de
bebida. Este modelo es muy utilizado para provocar cambios comportamentales de tipo
anhedonia o indefension aprendida, caracteristicos de la patologia depresiva (Ardayfio &

Kim, 2006; David et al, 2009; Deroche et al, 1993; Gourley & Taylor, 2009).

Los animales con B-catenina estabilizada naive (sin corticosterona) presentan una
conducta antidepresiva y ansiolitica mas clara dos meses después de la induccion del
transgénico, que se corresponde con lo descrito tras el tratamiento cronico con
antidepresivos en los que se incrementa 3-catenina en la capa subgranular del giro dentado
del hipocampo (Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012). Ademas de por el
incremento en marcadores de proliferacion, los beneficios comportamentales que exhiben
podrian estar en parte mediados por mecanismos independientes de neurogénesis
hipocampal, pero dependientes de neuroplasticidad en otras dreas cerebrales de gran
relevancia en depresion como la corteza prefrontal (Pittenger & Duman, 2008), o de
cambios en sistemas de neurotransmision, como ya hemos indicado anteriormente, como
el sistema serotonérgico (mediante desensibilizacion de los autorreceptores 5-HT1a). Estos
bajos niveles del autorreceptor 5-HT1a, o de su funcionalidad se han relacionado con una
respuesta mas activa ante situaciones de estrés, y a un fenotipo resiliente a modelos de
estrés cronico suave (chronic mild stress) (Richardson-Jones et al, 2010). En la misma
linea, se ha descrito que B-catenina induce la sintesis de BDNF, regulador importante tanto
de la neurogénesis (Rossi et al, 2006a; Scharfman et al, 2005), como de los efectos

conductuales antidepresivos (Li et al, 2008; Sairanen et al, 2005; Schmidt & Duman, 2010).
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Por ello, seria interesante estudiar los niveles del factor neurotréfico asi como de su receptor

TrkB en estos animales.

La administracion crénica de corticosterona en los animales que presentan [3-
catenina estabilizada, indujo un menor efecto pro-depresivo y ansiogénico que en sus
respectivos wildtype. Teniendo en cuenta el fenotipo ansioso/depresivo caracteristico del
modelo (David et al, 2009; Rainer et al, 2012), la estabilizacion condicional de f-catenina
en la capa subgranular del giro dentado hipocampal, confiere a los animales resistencia
frente a la induccion del estado patologico del modelo, resultando en un fenotipo resistente
o resiliente. Esta misma caracteristica se ha descrito tras la sobreexpresion de -catenina
en ndcleo accumbens (Dias et al, 2014), apoyando la importancia que tiene esta proteina en
conferir un fenotipo conductual mas adaptable a situaciones de estrés. Esta conducta
resiliente se ha relacionado con la proteina Dicerl, que permiten la expresion de diversos
miRNAs que tienen multiples genes diana, entre los que se encuentran genes que regulan

las sinapsis glutamatérgicas, o el gen del receptor 5-HT4 (Dias et al, 2014).

La administracion exogena de glucocorticoides, asi como la exposicion a estrés
cronico, producen una reduccion de la neurogénesis hipocampal (Brummelte & Galea,
2010; Cameron & Gould, 1994; David et al, 2009). Por el contrario, la neurogénesis
hipocampal se ha definido como mecanismo de resistencia al estrés (Levone et al, 2015).
Asi, esta conducta de los animales que estabilizan B-catenina se podria explicar a través de
cambios en la neuroplasticidad asociados al papel de esta proteina en membrana en
asociacion a N-caderina (Okuda et al, 2007; Uchida et al, 1996). Por todo lo comentado,
estudiando en profundidad la proliferacion y la neurogénesis, asi como la densidad y
morfologia de la arborizacion y espinas dendriticas en estos animales tratados cronicamente
con corticosterona, podriamos determinar si el fenotipo resistente que muestran los

animales, se correlaciona con aumentos de fenomenos proliferativos y neuroplasticos.

En conjunto estos resultados sugieren que la via de sefializacion a través de [-
catenina puede contribuir tanto a la etiologia del trastorno depresivo, como al desarrollo de

resistencia o resiliencia al mismo.
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MTOR

4. SILENCIAMIENTO IN VIVO DE mTOR EN
mPFCx: CARACTERIZACION CONDUCTUAL,
NEUROQUIMICA Y MOLECULAR

La segunda parte de este trabajo de tesis, gira en torno al silenciamiento in vivo de
la proteina mTOR mediante la infusion intracerebral y unilateral de moléculas de siRNA
especificas para mTOR en la corteza prefrontal medial. De forma aguda se administraron
en la corteza infralimbica y la corteza prelimbica mientras que en el tratamiento subcronico
(7dias) tnicamente en la corteza infralimbica. La discusion de esta parte del trabajo se
realizard integrando los dos tratamientos para evitar ser repetitivos en los argumentos de la

evaluacion del efecto del silenciamiento de mTOR sobre la conducta.

La ketamina, antagonista del receptor NMDA de glutamato, muestra una rapida y
sostenida accion antidepresiva, que ademas es efectiva en pacientes resistentes (Berman et
al, 2000; Zarate et al, 2006). En la busqueda de los mecanismos moleculares que median la
accion de la ketamina, asi como de otros moduladores directos o indirectos del sistema
glutamatérgico como los antagonistas de los receptores mGluR2/3 (Dwyer et al, 2012), o
la administracion del péptido leucina-isoleucina (Leu—Ile) (Furukawa-Hibi et al, 2011),
sefialan la via de mTOR como la mediadora del efecto antidepresivo rapido y eficaz
(Abdallah et al, 2015; Li et al, 2010a; Li et al, 2011; Liu et al, 2013; Szewczyk et al, 2015;
Zhou et al, 2014).
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4.1. SILENCIAMIENTO DE mTOR EN LA CORTEZA IL: CAMBIOS
CONDUCTUALES

La gran mayoria de las investigaciones preclinicas realizadas hasta el momento que
pretenden evidenciar los mecanismos por los cuales la administracion de ketamina u otros
compuestos antagonistas del receptor NMDA de glutamato ejercen sus efectos
antidepresivos rapidos, se han centrado en la corteza prefrontal medial. No es de extrafiar,
ya que como se comento previamente, esta estructura junto con el hipocampo, presenta una
plasticidad sinaptica muy sensible al estrés, lo que provoca alteraciones a nivel celular,
atrofia dendritica y pérdidas neuronales y gliales, tanto en humano como en modelos
animales (Drevets, 1998; Liu & Aghajanian, 2008; Rajkowska et al, 1999). En nuestro caso,
escogimos esta area cerebral por su elevada relacion con la patologia, asi como por el
importante papel que juega la via de mTOR en el efecto antidepresivo rapido de algunos
compuestos como la ketamina (Li et al, 2010a). La activacion de esta area también esta
asociada con el efecto antidepresivo rapido de otras estrategias terapéuticas como la
estimulacion cerebral profunda (Veerakumar et al, 2014). Dentro de la corteza prefrontal,
se ha descrito como la infusion de ketamina o la activacion mediante optogenética en
corteza infralimbica, y no en prelimbica, es capaz de producir efectos antidepresivos
(Fuchikami et al, 2015). Por ello, nos planteamos si de forma opuesta, el silenciamiento de
mTOR en corteza infralimbica, y no en prelimbica, podia dar lugar a cambios conductuales

y/o neuroquimicos asociados a la patologia depresiva.

4.1.1. CONDUCTA DE TIPO DEPRESIVO

El silenciamiento de mTOR en la corteza infralimbica, pero no en la prelimbica,
desencadeno una conducta de tipo depresivo tras el tratamiento agudo, que es mantenida al
menos durante 48 h. Este mismo efecto pro-depresivo se observé en los animales tras el
silenciamiento subcronico de mTOR en la corteza infralimbica. Es la primera vez que se
describen los efectos del silenciamiento de mTOR en corteza infralimbica sobre la
conducta de tipo depresivo. Los escasos trabajos donde se inhibe la via de mTOR
farmacologicamente revelan resultados opuestos. En linea con nuestros resultados, se ha
descrito que la administracion sistémica cronica de inhibidores de mTOR en raton (Russo

et al, 2016), y en rata (Russo et al, 2013), producen efectos prodepresivos. Ademads, en
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muestras humanas de corteza prefrontal de pacientes diagnosticados de depresion mayor,
se ha descrito una disminucion en la activacion de la via de mTOR (Jernigan et al, 2011).
Por el contrario, otros autores describen un efecto antidepresivo/ansiolitico inducido por la
administracion sistémica crénica de inhibidores de la via de mTOR (Cambiaghi et al, 2013;
Cleary et al, 2008; Halloran et al, 2012), o tras su administracion aguda (Cleary et al, 2008;
Russo et al, 2014). En nuestro caso, la aplicacion de las moléculas de siRNAs para mTOR
de forma precisa en la corteza infralimbica, evita interferencias debidas a la inhibicion de
la via de mTOR en otras areas cerebrales tras la administracion sistémica de compuestos
antagonistas, que podrian enmascarar el efecto real de la inhibicién de la via de mTOR

sobre la conducta de tipo depresivo.

Ademas de la conducta de tipo depresivo evaluada mediante el grado de
desesperacion del animal en el test de la natacion forzada o el test de suspension de la cola,
el silenciamiento subcrénico de mTOR en corteza infralimbica indujo anhedonia. Este
sintoma se ha descrito previamente en tratamientos sistémicos cronicos con inhibidores de
mTOR en rata (Russo et al, 2013). Por el contrario, la activaciéon de la via de mTOR
mediante la administracion de una sola dosis de ketamina, revierte el estado anheddnico
caracteristico de modelos animales como el de estrés cronico impredecible (chronic
unpredictable stress, CUS) (Li et al, 2011). La reversion de la anhedonia se ha asociado
habitualmente con tratamientos cronicos con antidepresivos, pero no agudos o subcronicos
(Willner, 2005). Esta rapida induccién del estado anhedoénico tras el silenciamiento
subcronico de mTOR, asi como la reversion que se observa de esta conducta tras una sola
administracion de activadores de la via, muestra la importancia de la modulaciéon de esta

via para el control de la conducta anhédonica.

En la misma linea, la estimulacion de la corteza infralimbica mediante optogenética,
tiene efectos antidepresivos similares a la ketamina (Fuchikami et al, 2015), produciendo
en ratas naive un efecto antidepresivo tras la activacion unilateral y bilateral, mientras que
la anhedonia sélo se revierte tras la activacion bilateral. En este caso, la discrepancia
existente entre el efecto anhedonico observado en nuestros resultados tras el silenciamiento
subcronico de mTOR unilateral, y la necesidad de la estimulacion bilateral de la corteza
infralimbica para inducir un estado hedonico en los animales, posiblemente se deba a que
la activacion de la corteza infralimbica mediante optogenética se realiza de forma aguda

(Fuchikami et al, 2015).
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4.1.2. CONDUCTA DE TIPO ANSIOSO

La conducta que determina un tipo de ansiedad etoldgica (Calhoon & Tye, 2015),
se analizd mediante el test de campo abierto (OF) en los animales silenciados para mTOR
de forma aguda y subcronica. Ademads, se evalu6 la actividad locomotora para poder asi
descartar que la mayor inmovilidad observada en los test de desesperacion conductual
utilizados para evaluar depresion (FST y TST) en los animales en los que se silencio mTOR
en la corteza infralimbica, no fuese el resultado de disfunciones motoras. Ambos
parametros, movilidad y ansiedad, no mostraron cambios tras la administracién aguda y
subcronica de los siRNAs para mTOR. Esto refleja que el silenciamiento de mTOR tanto
en corteza infralimbica como en prelimbica, no induce cambios asociados a la conducta
ansiosa mas primaria, en contra del efecto ansiolitico descrito tras la administracion
sistémica del inhibidor de mTOR rapamicina de forma crénica (Cambiaghi et al, 2013;
Fifield et al, 2013; Halloran et al, 2012). Otros autores describen sin embargo, como la
administracion cronica de un inhibidor de mTOR, produce un efecto ansiogénico en ratones
(Russo et al, 2016). Por el contrario, la administracion aguda de ketamina no tiene efectos
sobre la ansiedad cuando se administra de forma sistémica (Pham et al, 2017), pero
administrada en la corteza infralimbica muestra efectos ansioliticos (Fuchikami et al,
2015). Estas discrepancias podrian ser debidas a las diferencias metodoldgicas como la
inhibicion crénica versus aguda, silenciamiento molecular versus farmacologico, cepas de

animales utilizadas o administracion local versus sistémica.

Otro tipo de ansiedad, muy evaluada en modelos animales de depresion debido a su
elevada validez predictiva tras tratamientos cronicos con antidepresivos (Santarelli et al,
2003), es la ansiedad conflictiva o hiponeofagia (Calhoon & Tye, 2015). El analisis de esta
conducta en los animales silenciados durante 7 dias no mostré diferencias en el tiempo de
latencia a comer, en oposicion con otros autores que describen que el tratamiento cronico
con everolimus, inhibidor farmacologico de mTOR provoca un aumento significativo en el
tiempo de latencia a comer reflejando el fenotipo ansioso de los animales (Russo et al,
2016). Estas discrepancias podrian deberse, como se ha indicado anteriormente, a
diferencias metodologicas, no pudiendo descartar en nuestro caso que el silenciamiento

cronico de mTOR pudiera dar lugar a dicha conducta ansiosa.
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El efecto ansiogénico que presenta la inhibicion de mTOR sistémica, frente a la
ausencia de cambios tras el silenciamiento de mTOR local en corteza IL, puede estar
promovido por el bloqueo de la via de mTOR en otras areas relevantes para la conducta
ansiosa. Teniendo en cuenta que la activacion de la via de mTOR en otras areas cerebrales
como el hipocampo y la amigdala se ha relacionado con cambios neuroplasticos que
podrian contribuir a un fenotipo ansiolitico, resistente al estrés, y antidepresivo (Lloyd et
al, 2017), la inhibicién de la via de mTOR mediante administraciones sistémicas en esas
areas, podria explicar el efecto ansiogénico descrito por otros autores (Russo et al, 2016),
asi como la ausencia de cambios en ansiedad que observamos en nuestros resultados tras el

silenciamiento de mTOR en corteza infralimbica.

Los resultados de este apartado sugieren, de forma atractiva, que una desregulacion
de la sefializacion mediante la via de mTOR en corteza infralimbica es suficiente para
desarrollar una conducta de tipo depresivo, mientras que la conducta ansiosa en ratones no

estaria relacionada con la inhibicion de esta via de sefializacion en corteza infralimbica.

4.2. SILENCIAMIENTO DE mTOR EN LA mPFCx: CAMBIOS
MOLECULARES

4.2.1. INFLUENCIA DEL SILENCIAMIENTO AGUDO SOBRE LA
EXPRESION DEL mRNA DE mTOR

Para determinar la eficacia del silenciamiento de mTOR en la corteza prefrontal
medial se realiz6 una hibridacion in situ utilizando sondas especificas contra el mRNA que
codifica para nuestra proteina diana tras una unica infusion de los siRNAs especificos para
mTOR. Los estudios de hibridacion in situ de mTOR revelaron en los animales silenciados
en la corteza IL una disminucion del mRNA para esta proteina tanto en corteza infralimbica
como prelimbica. Por el contrario, los animales silenciados en corteza PL, presentaban
disminucion de la expresion de mTOR solamente en la corteza PL, mientras que la IL
situada a escasos milimetros por debajo de ésta, no mostré cambios. La disminucion del
mRNA para mTOR en PL tras la infusion de siRNA para mTOR en IL, sugiere que tras la
retirada de la aguja con la que se administraron las moléculas de siRNA intracerebralmente,

se pudo producir un reflujo de las moléculas de siRNA que afectaron también a la PL. A
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pesar de este epifenomeno, podemos estar seguros de que el silenciamiento en corteza PL
no ha influido en los resultados depresogénicos observados en los animales silenciados en
la corteza IL, ya que el silenciamiento especifico en la corteza PL no conlleva ningtin efecto

en la conducta de los animales.

La reduccion de la expresion de mTOR tendrd que ser confirmada evaluando la
expresion de la proteina de mTOR mediante inmunohistoquimica. Ademas, el estudio de
otras proteinas importantes en plasticidad sinaptica como es la PSD-95, cuya expresion se
encuentra regulada por la via de mTOR, y cuyos niveles se encuentran disminuidos en
modelos animales de depresion (Seese et al, 2013), e incrementados tras tratamientos
antidepresivos que median su efecto por la activacion de esta via (Li et al, 2010a; Li et al,

2011), nos ayudara a evaluar el alcance del silenciamiento de mTOR.

4.2.2. INFLUENCIA DEL SILENCIAMIENTO AGUDO SOBRE LA
EXPRESION DEL mRNA DE BDNF

Cambios en los niveles de factores tréficos como el factor neurotrofico derivado de
cerebro (BDNF), se han asociado con las alteraciones sindpticas inducidas por estrés, asi
como por el efecto antidepresivo (Duman & Monteggia, 2006). En relacion al efecto
antidepresivo de la ketamina, u otros compuestos que actian mediante la activacion de la
via de mTOR, diversos trabajos proponen que aumentos en los niveles de BDNF
contribuyen a tal efecto en roedores (Garcia et al, 2008; Szewczyk et al, 2015; Zhou et al,
2014). Es mas, la activacion de la via de mTOR produce una disminucion de la fosforilacion
del factor eucariotico de elongacion eEF2, y el posterior incremento de la sintesis de BDNF
(Autry et al, 2011). Por ello, nos planteamos la posibilidad de que los niveles de BDNF
pudieran estar alterados tras el silenciamiento de mTOR, influyendo de este modo en la

conducta de tipo depresivo que presentan estos animales.

Los resultados mostraron en los animales en los que se silenci6 mTOR en corteza
infralimbica, una disminucion de los niveles del mRNA de BDNF tanto en la region
ipsilateral como contralateral de dicha estructura y en la region ipsilateral de la corteza
prelimbica. Esta disminucion de BDNF en corteza prefrontal paralela a la conducta de tipo
depresivo de nuestros animales, esta en linea con lo descrito en modelos animales de estrés

(Castren & Rantamaki, 2010a; Duman & Monteggia, 2006; Krishnan & Nestler, 2008), asi
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como en muestras postmortem de pacientes diagnosticados de depresion mayor (Duman &
Monteggia, 2006). En linea con la modulacion de BDNF mediada por esta via (Autry et al,
2011), el silenciamiento de mTOR en nuestros animales podria estar modulando la forma
fosforilada del factor eEF2, con la consecuente disminucion de la expresion de BDNF en

esas areas.

Sin embargo, la presencia de una reduccion de la expresion de BDNF también en la
corteza infralimbica contralateral (izquierda) en los animales en los que se silenci6 mTOR
unilateralmente en la corteza infralimbica, no concuerda con niveles bajos de mTOR
contralateral, no pudiendo relacionarse con un efecto directo del silenciamiento de mTOR.
Por ello, la alteracion en la expresion de BDNF en la region contralateral podria estar
asociada a cambios en la circuiteria de estas estructuras y sus proyecciones (Riga et al,
2014). En este sentido, una desregulaciéon de uno de los hemisferios podria conllevar
cambios en el opuesto por ejemplo, ya que las conexiones entre el area izquierda de la
corteza prefrontal medial participan en la inhibicion interhemisférica de las respuestas
emocionales al estrés que dependen del lado derecho (Sullivan, 2004). Esto es congruente
con que en los ultimos afios los trastornos mentales se han definido como “conectopatias”,
con complejos mecanismos patoldgicos localizados a nivel de los circuitos y sus
comunicaciones (Bargmann & Lieberman, 2014). Asi, la alteracion de la plasticidad
sindptica de la corteza prefrontal medial podria afectar a las comunicaciones
bidireccionales con las estructuras subcorticales, reflejandose a nivel de las reducciones

observadas en BDNF.

La corteza prefrontal medial es ademas un area implicada en el control de las
situaciones de estrés, modulando la respuesta neuroendocrina a través del eje HPA (Diorio
et al, 1993; Herman & Cullinan, 1997; Lee et al, 2015). En concreto, se ha descrito la
implicacion preferencial de la corteza prefrontal medial derecha en la modulacion de la
respuesta fisiologica al estrés (Sullivan & Gratton, 1999). En nuestro caso, el
silenciamiento de mTOR que se realizo en la corteza infralimbica derecha, podria conducir
a una deficiencia en la activacion del eje HPA y por lo tanto a una respuesta inadecuada al
estrés. Este tipo de deficiencias en el control del estrés, o la presencia de una respuesta
exagerada al mismo, se ha relacionado con patologias como la depresion mayor (Gotlib et

al, 2008; Pariante & Lightman, 2008). Es mas, el desbalance entre la activacion de los
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hemisferios derecho e izquierdo también se ha asociado con estados depresivos (George et

al, 1996; Henriques & Davidson, 1991; Schaffer et al, 1983).

4.2.3. INFLUENCIA DEL SILENCIAMIENTO SUBCRONICO SOBRE LA
EXPRESION DE ¢-FOS

Para profundizar en los efectos del silenciamiento de mTOR durante 7 dias en la
corteza infralimbica, se analizo mediante inmunohistoquimica la expresion de la proteina
c-Fos, que se considera como marcador de actividad neuronal (Dragunow & Faull, 1989),
en la corteza prefrontal medial y el nucleo dorsal del rafe. De las diferentes vias que parten
de la mPFCx, una de las mas relevantes es la que va al ndcleo dorsal del rafe, ya que la
activacion mediante esta via de interneuronas GABA¢érgicas situadas en el DRN conduce a
una inhibicion de la descarga de las neuronas serotonérgicas, lo que se ha relacionado con
efectos prodepresivos (Challis et al, 2014). Ademas, se ha propuesto que la conexion
mPFCx-DRN puede contribuir al efecto antidepresivo de la ketamina (Pham et al, 2017),
aunque no es la unica conexidon propuesta, por lo que seria de gran interés analizar la
expresion de esta proteina en otras estructuras como la amigdala (Myers-Schulz &
Koenigs, 2012). La cuantificacion de células positivas para c-Fos en el DRN, donde se
encuentran los somas de las neuronas serotonérgicas, no mostr6 variaciones significativas
dando a entender que la inactivacion de mTOR, no tiene consecuencias en esta area al
menos a través de este tipo de analisis. Estos datos concuerdan con un estudio publicado
recientemente, en el que la exposicion al estrés no promueve cambios en la expresion de c-
Fos en DRN (Pizzo et al, 2017), mientras que otros autores describen un incremento (de
Medeiros et al, 2005).Por el contrario, estrategias antidepresivas en las que se estimula la
corteza infralimbica en ratas mediante DBS no presentan cambios de la expresion de c-Fos
en DRN (Jimenez-Sanchez et al, 2016), mientras que otros autores describen un incremento

de la expresion de esta proteina (Veerakumar et al, 2014).

La expresion de c-Fos también se determind en las subregiones de la corteza
prefrontal medial tanto ipsi- como contralateral de los animales sometidos a la
administracion subcronica de siRNAs contra mTOR. Mientras en las cortezas infralimbica
y prelimbica contralaterales se observan tendencias a un mayor numero de células positivas

para c-Fos, en las areas ipsilaterales de los animales silenciados para mTOR, la expresion
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de c-Fos no sufrieré ningun cambio. Este resultado, podria explicarse por el papel que tiene
la via de mTOR sobre la expresion de c-Fos. Estudios en cultivos celulares han descrito
que la inhibicién de la via de mTOR bloquea la fosforilacion de 4EBP1, produciéndose una
reduccion de la sintesis de c-Fos (Takeuchi et al, 2001). Ademas, como hemos indicado
anteriormente, la corteza prefrontal medial izquierda (contralateral), juega un importante
papel en la regulacién de la parte derecha (Sullivan, 2004), por lo que el incremento de la
activacion de c-Fos en este hemisferio, podria evidenciar un intento de modulacion de la

actividad de la mPFCx derecha.

Las funciones de las cortezas infralimbica y prelimbica son opuestas. Por un lado,
la inactivacion de la IL conduciria a un efecto antidepresivo (Slattery et al, 2011), mientras
que la obtencion del mismo resultado conductual se obtiene mediante la activacion de la
PL (Kumar et al, 2013). Sin embargo, los resultados obtenidos de la expresion de c-Fos nos
indican una ausencia de cambios en el sitio de infusion. A su vez, la corteza infralimbica
realiza un papel inhibidor sobre la corteza prelimbica, y de activacion sobre regiones
subcorticales (Ji & Neugebauer, 2012), por lo que un mal funcionamiento de esta corteza
infralimbica podria dar lugar a una desregulacion de estas conexiones, como las existentes
con nucleo accumbens (Britt et al, 2012), o con el nucleo dorsal del rafe (Challis et al,

2014), dando como resultado los cambios observados en la conducta depresiva.

Estudios de colocalizacion mediante inmunofluorescencia para estudiar qué
poblaciones neuronales (serotonérgicas, glutamatérgicas y/o gabaérgicas) estan expresando
la proteina c-Fos en las diferentes areas estudiadas, daria mas luz a esta parte con la que
hoy por hoy s6lo podemos especular. Mas atn, estos resultados de expresion de c-Fos no
estan realizados en su pico maximo de expresion dos horas después del estimulo (Nestler
et al, 2001), por lo que el estudio de la respuesta aguda a estrés dentro de este periodo, nos
podria mostrar de forma mas precisa la respuesta en areas como la corteza infralimbica
relacionada con depresion (Etkin, 2010; Mayberg et al, 1999), o con respuestas

maladaptativas al estrés (Wang et al, 2014).
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4.2.4. INFLUENCIA DEL SILENCIAMIENTO SUBCRONICO SOBRE LA
PROLIFERACION HIPOCAMPAL

Ya se ha comentado en este trabajo que la hipdtesis neurotréfica postula una
disminucién de la proliferacion hipocampal en el estado depresivo (Duman & Li, 2012), y
por el contrario, el requerimiento de la proliferacion y neurogénesis para que determinados
farmacos antidepresivos ejerzan sus efectos en modelos animales de depresion (David et
al, 2009; Santarelli et al, 2003). Atendiendo a los resultados presentados en esta tesis,
hemos visto como una disminucion de la proteina f-catenina en la zona subgranular del
giro dentado del hipocampo, promueve una disminucion de la proliferacion en hipocampo,
acompafada de una respuesta conductual de tipo ansioso/depresivo. Por ello, quisimos
determinar si el silenciamiento subcronico de mTOR en corteza infralimbica, producia
cambios en la proliferacion en giro dentado del hipocampo que pudiera explicar en parte la
conducta depresiva. El andlisis mediante inmunohistoquimica de la proteina nuclear Ki67,
comunmente utilizada como marcador de proliferacion (Scholzen & Gerdes, 2000), no
mostro alteraciones, por lo que el silenciamiento de mTOR no implica cambios
proliferativos en el giro dentado del hipocampo, al menos tras el silenciamiento subcronico
de mTOR. Este resultado estad en linea con la ausencia de cambios de BDNF que hemos
observado en el hipocampo. No descartamos sin embargo, que silenciamiento de mTOR de
forma cronica pudiera dar lugar a modificaciones en proliferacion, como el incremento
descrito después de tres semanas de la administracién de un inhibidor de esta via (Russo et

al, 2016).

43. SILENCIAMIENTO DE mTOR EN LA CORTEZA IL:
INFLUENCIA SOBRE LA LIBERACION DE 5-HT EN DRN

Dentro de los posibles mecanismos de accion de la ketamina y los antagonistas de
los receptores metabotropicos de glutamato mGlu2/3 en la respuesta antidepresiva y
ansiolitica, se ha descrito la implicacion de la neurotrasmision serotonérgica, confirmada
mediante el bloqueo del efecto antidepresivo tras la administracion del inhibidor de la TPH
para-clorofenilalanina (PCPA) (Fukumoto et al, 2014; Pham et al, 2017). Ademas, las
proyecciones de la corteza prefrontal medial juegan un papel importante sobre la

regulacion del nucleo dorsal del rafe, estructura de gran relevancia en la patologia
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depresiva y su tratamiento (Arango et al, 2002). Por ello, nos planteamos determinar si el
silenciamiento agudo de mTOR en corteza infralimbica producia alteraciones en los niveles
y modulacion de la liberacion del neurotransmisor serotonina en el DRN, estructura cuya
actividad se encuentra regulada mediante proyecciones neuronales procedentes de la
corteza infralimbica. Esto nos permitiria formular una hipétesis del efecto pro-depresivo
que induce el silenciamiento de mTOR en corteza IL basandonos en evidencias

moleculares.

Los niveles basales de serotonina en los dos grupos experimentales fueron similares,
sugiriendo que los sistemas participantes en el control de la liberacion de 5-HT en las
inmediaciones de los somas de las neuronas serotonérgicas no han sufrido cambios después
del silenciamiento agudo de mTOR. Es mas, la administracion local de veratridina que
provoca una despolarizacion quimica, activando los canales de Na*, no mostré diferencias
en las areas bajo la curva de cada grupo lo que indica que, de forma basal, el patron de
liberacion del neurotransmisor es similar. Sin embargo, en la curva de liberacion de
neurotransmisor frente al tiempo, se aprecia un ligero desplazamiento de la curva hacia la
derecha en los animales silenciados para mTOR en corteza infralimbica, sugiriendo un
retraso en la respuesta al estimulo. Este efecto podria ser concomitante al silenciamiento de
mTOR, ya que la inhibicidn de esta via provoca un aumento de la expresion de los canales
de potasio Kv1.1, incrementando el umbral de excitabilidad, hecho que se ha asociado con
una reduccion de convulsiones en epilepsia (Niere & Raab-Graham, 2017; Raab-Graham

et al, 20006).

La administracion local de dos dosis diferentes de bicuculina —antagonista del
receptor GABAA—, intra-DRN, elimina la accion inhibitoria de las interneuronas
GABA¢érgicas que regulan la actividad de las neuronas serotonérgicas en este nucleo. Las
areas bajo la curva de ambas dosis de bicuculina no mostraron diferencias en los niveles de
5-HT entre los animales con mTOR silenciado en corteza infralimbica y sus controles. En
cambio, se aprecia un diferente perfil de respuesta en la liberacion de 5-HT en los animales
silenciados, observandose un mayor y mas rapido pico de liberacion del neurotransmisor,
tras la administracion de la dosis de bicuculina 100 uM, sugiriendo la existencia de un
mayor tono GABAérgico actuando sobre las neuronas serotonérgicas del nicleo dorsal del
rafe. El control mediado por las neuronas piramidales procedentes de la corteza prefrontal

medial sobre las neuronas serotonérgicas del DRN se produce a través de conexiones
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directas, o bien de forma indirecta a través de conexiones GABA¢rgicas (Celada et al,
2001), si bien algunos autores describen una predominancia de la conexion GABA¢érgica
(Jankowski & Sesack, 2004) o de la conexion glutamatérgica (Mokler et al, 2009). El
incremento de serotonina observado tras el bloqueo de receptores GABAA en nuestros
animales con mTOR silenciado en corteza IL, sugiere un mayor tono inhibitorio en el DRN,
que apunta a la posible existencia de un mayor tono excitatorio procedente de la corteza
infralimbica. Esta hipotesis se sustenta en trabajos en los que se ha descrito un pico rapido
de liberacion de 5-HT en DRN en respuesta a la infusion de glutamato (Mokler et al, 2009).
La rapida disminucion de los niveles de serotonina en el niicleo dorsal del rafe podria estar
mediado por la activacion de autorreceptores 5-HT1a en esta estructura, como se ha descrito

previamente tras la estimulacion directa del DRN mediante glutamato (Mokler et al., 2009).

Otros trabajos indican ademds la disminucion de la excitabilidad de neuronas
serotonérgicas, y un incremento de la inhibicion por hiperexcitabilidad de las interneuronas
GABA¢érgicas en el nucleo dorsal del rafe en modelos de depresion como el de “derrota
social” (social defeat) (Challis et al, 2014; Challis et al, 2013), ademas, de un aumento de
glutamato en DRN por la activacion de vias procedentes de la corteza infralimbica (Challis
et al, 2014; Challis et al, 2013; Venzala et al, 2013).

Basandonos en nuestros resultados y los datos publicados, planteamos como
hipdtesis la sobreactivacion de la via glutamatérgica mPFCx-DRN. El efecto directo sobre
neuronas serotonérgicas e indirecto sobre GABAérgicas, no promoveria cambios en los
niveles basales de serotonina liberados. Sin embargo, el bloqueo de la sefial inhibitoria
ejercido por GABA permite visualizar ese elevado tono excitatorio (glutamato) (fig. 65).
Experimentos adicionales son necesarios para determinar de forma precisa la modulacion
del circuito mPFCx-DRN en los animales tras el silenciamiento de mTOR en corteza

infralimbica.

Los resultados de los que disponemos hasta la fecha muestran la validez de
constructo o etioldgico, debido a la disminuciéon de mTOR en PFCx, en paralelo a los
estudios en muestras postmortem de pacientes diagnosticados con depresion mayor
(Jernigan et al, 2011). Es mas, también presentan validez aparente, determinada a través de

los test conductuales que muestran signos asociados a sintomas presentes en los pacientes
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de esta enfermedad, como es el estado anheddnico. Por esto, las evidencias aqui expuestas

sugieren que nuestros animales podrian ser un buen modelo animal de depresion.

LCRa siRNA mTOR siRNA mTOR
Bicuculina 100 uM

Figura 65. Hipotesis neuroquimica de las posibles adaptaciones en la circuiteria vmPFC-DRN tras
el silenciamiento agudo de mTOR en la corteza IL. El esquema muestra el estado de la circuiteria
en condiciones normales (administracion de LCRa) (A), tras el silenciamiento de mTOR (B), y tras
la administracion local de bicuculina en animales siRNA-mTOR (C). El silenciamiento de mTOR
estaria induciendo una potenciacion de la via excitatoria glutamatérgica desde la vmPFC al DRN
(B). La infusion del antagonista GABA4 bicuculina en DRN eliminaria el control GABA sobre la
actividad serotonérgica, provocando por tanto el aumento en la liberacion de 5-HT perisomatica
(C). Modificado de Challis et al. 2015.
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5. ESTUDIO DE LA VIA DE mTOR EN
MUESTRAS POSTMORTEM DE PACIENTES
DIAGNOSTICADOS DE DEPRESION MAYOR

En la actualidad sdélo existe un trabajo que asocia la disfuncionalidad de la via de
mTOR con la patologia depresiva en cerebro humano postmortem (Jernigan et al, 2011).
En este estudio se muestra como en la corteza frontal de pacientes diagnosticados con
depresion mayor, se encuentran disminuidos los niveles de mTOR y sus efectores p70S6K
y elF4B. Por lo tanto, en nuestro estudio, quisimos dar un paso mas y comprobar por
primera vez, si los antidepresivos de uso en clinica regulaban esta via de sefializacion en
muestras de cerebro humano postmortem, de forma paralela a lo observado en estudios
preclinicos (Dagestad et al, 2006; Liu et al, 2015). Nuestros resultados no mostraron
diferencias en la expresion de mTOR a nivel de mRNA entre los controles y los grupos de
pacientes tratados o sin tratar. En relacion a la expresion a nivel de proteina, el grupo de
pacientes diagnosticados de depresion mayor sin tratar no mostré6 diferencias en mTOR, en
contra de lo descrito previamente (Jernigan et al, 2011). Sin embargo, estos autores no
estudiaron la proteina fosforilada y, por lo tanto, la forma activa de mTOR. En este sentido,
en nuestras muestras observamos un aumento significativo del ratio de proteina mTOR
fosforilada frente a la total en las muestras de pacientes tratados con antidepresivos frente
a los no tratados, indicando que estos antidepresivos de uso comun en clinica,
administrados de forma cronica, aumentarian la actividad de la via de mTOR en FCx. Estos
resultados estan en linea con lo que se ha descrito para estudios preclinicos con
antidepresivos clasicos como el escitalopram y la paroxetina en hipocampo (Park et al,
2014) y otros de accion réapida como la ketamina en PFCx, (Li et al, 2010a) mientras que

antidepresivos comunes como la fluoxetina no modulan la via de mTOR (Park et al, 2014).

El estudio de los efectores de la cascada de sefalizacion que se encuentran por
debajo de mTOR se realizé determinando los niveles de 4EBP1, su forma fosforilada y de
p70S6K. La proteina 4EBP1 se encuentra unida al factor de iniciacion de la traduccion
elF4E, bloqueando asi la expresion de proteinas especificas. La activacion de 4EBP1 tras
su fosforilacion mediada por mTOR, induce el desbloqueo del factor eIF4E (Laplante &

Sabatini, 2009). En nuestros resultados observamos una disminucién, aunque no
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estadisticamente significativa en el grupo libre de antidepresivo con respecto al grupo
control, que estaria en linea con la disminuciéon de la via que se ha descrito en corteza
prefrontal de cerebros postmortem de suicidas diagnosticados con el trastorno (Jernigan et
al, 2011). Con respecto a la forma fosforilada, no se observé una reversion en el grupo de
pacientes tratados con antidepresivos, en contraste al efecto que se describe en estudios en
hipocampo de roedores tras el tratamiento con antidepresivos de uso en clinica (Park et al,
2014) o de la ketamina (Li et al, 2010a). En nuestro caso, las muestras postmortem
utilizadas proceden de cerebros de pacientes suicidas, por lo que podemos sugerir que la
falta de reversion de la fosforilacion en 4-EBP1, se podria correlacionar con una ausencia
de efecto antidepresivo. La falta de fosforilacion de 4EBP1 en este caso parece necesaria
para la instauracion de un completo efecto antidepresivo. En este estudio no obtuvimos
resultados significativos, posiblemente debido al bajo nimero de muestras de las que
disponiamos, asi como a la gran heterogeneidad que presentan las muestras humanas en
comparacion con las de los animales de experimentacion (Ferrer et al, 2007; Siew et al,
2004). Los estudios de expresion génica de la proteina 4EBP1 revelaron una disminucion
significativa a nivel de su mRNA, en los individuos diagnosticados de depresion, sin 'y con
tratamiento, lo que correlaciona con la tendencia observada para esta proteina. Cabe
destacar que aunque en nuestro caso los resultados encontrados en proteina y mRNA son
paralelos, la utilizacion de los niveles de mRNA para la prediccion de los niveles de
proteina no siempre correlaciona de forma directa (Guo et al, 2008). Como comentamos
previamente, la peculiaridad de que los niveles de mRNA también se encuentren
disminuidos en las muestras tratadas, podria indicar la incapacidad de los antidepresivos de

modular esta via y la carencia de efecto antidepresivo en los sujetos.

En referencia al estudio de la via a través del efector p70S6K, so6lo se pudieron
realizar los estudios de su expresion a nivel de mRNA los niveles del cual, no presentaron
diferencias entre los grupos experimentales. De forma indirecta, los resultados no apoyan
el tnico estudio que existe sobre el estudio de la via en humanos ya que, éste muestra una

reduccion de los niveles de la proteina p70S6K (Jernigan et al, 2011).

Los resultados obtenidos en muestras de pacientes apoyan la importancia de la
activacion de mTOR en la respuesta al tratamiento antidepresivo, si bien la activacion de

4EBP1 parece un punto clave para la obtencion de un efecto antidepresivo completo.

222



VI. CONCLUSIONES






Conclusiones

La eliminacion de B-catenina en células del giro dentado del hipocampo que expresan
GLAST induce una conducta de tipo depresivo/ansioso, y una reduccion de la
proliferacion y neurogénesis hipocampal. Ademas, ello se acompafia de una reduccion
de la funcionalidad del heterorreceptor 5-HTia, y un incremento de la funcionalidad
del autorreceptor 5-HT1a in vivo; la reduccion de la funcionalidad del receptor 5-HT1s
en areas como el hipotdlamo y del receptor 5-HT4 en estriado; y una disminucion de
la liberacién de serotonina en respuesta a la administracion de veratridina. El
tratamiento subcrénico con la molécula de perfil antidepresivo RS67,333 induce un
efecto antidepresivo en el raton en el cual se ha eliminado la B-catenina en nichos

proliferativos hipocampales, revirtiendo la funcionalidad del heterorreceptor 5-HT1a.

En su conjunto, estos resultados revelan la importancia de [-catenina en el
establecimiento de la conducta depresiva/ansiosa conjuntamente con su papel en la
proliferacion/neurogénesis hipocampal, reforzando ademas la funcion reguladora del

sistema serotonérgico, que conlleva cambios asociados a la patologia depresiva.

La estabilizacion de PB-catenina en el giro dentado del hipocampo en células que
expresan GLAST induce una conducta de tipo ansiolitica/antidepresiva, ademés de un
incremento de la proliferacion hipocampal y una disminucion de la funcionalidad del

autorreceptor 5-HT1a.

La estabilizacion de B-catenina en nichos proliferativos del hipocampo muestra un

fenotipo resiliente en un modelo animal de la enfermedad.

El silenciamiento unilateral de mTOR en corteza infralimbica y no en prelimbica
induce un fenotipo de tipo depresivo y no ansioso. Este silenciamiento va asociado a
una reduccion del mRNA de BDNF en corteza infralimbica ipsi y contralateral, y a

cambios en la regulacion gabaérgica del nucleo dorsal del rafe.

En muestras postmortem de pacientes con depresion mayor tratados con antidepresivos
se observa un incremento de la activacion de mTOR en corteza frontal. El efector

4EBP1 no muestra cambios en respuesta al tratamiento.

El presente estudio demuestra la relevancia de las vias de Wnt/B-catenina y mTOR en
la etiopatogenia de la depresion mayor, por lo que podrian considerarse dianas

terapéuticas de interés para la busqueda de nuevos farmacos antidepresivos.
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