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1. TRASTORNO DEPRESIVO MAYOR 

1.1. ASPECTOS GENERALES 

 El término de melancolía y las representaciones de lo que en la actualidad 

conocemos como trastornos del estado del ánimo, se remontan a la antigua Grecia. Aunque 

no fue hasta el siglo XIX cuando los conceptos modernos de la patología adquirieron forma, 

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

 La depresión mayor (major depressive disorder, MDD) es un trastorno psiquiátrico 

crónico, recurrente, multifactorial y que pone en riesgo la vida del sujeto. Esta patología se 

caracteriza por una serie de síntomas fisiológicos, psicológicos y del comportamiento, 

como ánimo deprimido, alteraciones del sueño o apetito, pérdida del interés/placer o 

disfunciones ejecutivas entre otros. El riesgo de padecer el trastorno en algún momento 

durante la vida del individuo varía 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 más homogéneos dentro de la epidemiología de los trastornos del 

estado del ánimo (González Pinto et al., 2009).

 La depresión 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 más productivas de su vida, lo que ocasiona unos costes socioeconómicos 

elevadísimos. Por ello, esta patología 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 más efectivas (OMS, 2012). 

 El diagnóstico de la enfermedad, basado en un conjunto amplio de síntomas 

variables, no es sencillo, y con frecuencia esta patología se encuentra subdiagnosticada. Por 

ello, en la última edición del Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos Mentales 

(DSM-5), se han introducido varios cambios que pueden influir significativamente en su 

uso para el diagnóstico e investigación en clínica. De acuerdo con el DSM-5, un paciente 

es diagnosticado de depresión mayor cuando cierto número de síntomas se declaran durante 
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más de dos semanas, y cuando éstos perturban la funcionalidad normal, social y funcional 

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

1. Síntomas afectivos: son el principal distintivo de la depresión e incluyen cambios 

en el ánimo como tristeza, pesimismo, desesperanza, y tendencia al llanto. 

2. Síntomas cognitivos: derivan de la modulación del ánimo sobre la valoración 

negativa que hace el individuo sobre él mismo, su entorno o su futuro. Con respecto 

a sí mismo, expresa ideas de discapacidad e inutilidad, el futuro aparece pesimista 

sin posibilidad de recuperación, siendo capaz de alcanzar la desesperación y 

apareciendo ideas suicidas. Por otro lado, existe una disminución de la atención y 

concentración, y una subjetiva pérdida de memoria, pudiéndose apreciar 

bradipsiquia.

3. Síntomas volitivos: el individuo muestra apatía y falta de iniciativa para la 

realización de las tareas comunes de la vida diaria, lo que desemboca en deterioro 

o abandono del trabajo, o de las actividades domésticas. 

4. Síntomas somáticos: afectan a una diversidad de ritmos biológicos. Los más 

destacados son las alteraciones del sueño, como el insomnio, y del apetito, que 

habitualmente se presenta disminuido. También surgen otros tipos de síntomas 

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

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

del número total de síntomas presentes en el paciente. La clasificación es la siguiente: 

1. Depresión melancólica: síntomas severos y alteraciones neurovegetativas 

prominentes (depresión endógena). 

2. Depresión reactiva: síntomas moderados aparentemente en respuesta a factores 

externos (depresión exógena). 

3. Depresión psicótica: síntomas severos asociados a psicosis (delirios y 

alucinaciones). 

4. Depresión atípica: manifestación leve de la enfermedad caracterizada por 

alteraciones del sueño y del apetito. 

5. Distimia: depresión menos grave, pero de larga duración, que generalmente no 

remite durante dos años o más. 
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 Actualmente el diagnóstico de la enfermedad es clínico y por el momento parece 

seguir en esta misma dirección porque, a pesar de los grandes avances obtenidos en las 

últimas décadas en investigación preclínica, la búsqueda de biomarcadores o genes 

asociados a este trastorno psiquiátrico, sigue todavía sin dar sus frutos. 

1.2. ETIOLOGÍA DE LA DEPRESIÓN

 El origen de este trastorno mental es desconocido, aunque se presenta como un 

complejo proceso resultante de un cúmulo de señales, internas y externas, en las cuales 

están implicados componentes genéticos, epigenéticos y ambientales que acompañan al 

sujeto. Esta heterogeneidad dificulta la búsqueda de fenotipos patofisiológicos o biológicos 

con especificidad, heredabilidad, o asociación y cosegregación familiar para la enfermedad. 

En consecuencia, la enfermedad no puede ser contemplada como una patología sencilla, 

pero sí un síndrome heterogéneo, integrado por numerosas afecciones de causas y 

patofisiologías diversas (Nestler et al, 2002). 

1.2.1. FACTORES GENÉTICOS Y EPIGENÉTICOS 

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 único. De hecho, algunos estudios llevados a cabo en gemelos 

monocigóticos muestran el desarrollo de la enfermedad sólo en uno de ellos, implicando 

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

 Debido a la clásica asociación del trastorno con alteraciones en la actividad de los 

sistemas monoaminérgicos cerebrales, los primeros estudios genéticos basados en 

polimorfismos de nucleótido simple (single nucleotid polymorphisms, SNPs), revelaron 

variantes genéticas las cuales alteran la expresión 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-HT1A), 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) SCL6A4, en el gen de la enzima limitante de la síntesis de dopamina 
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(DA) tirosina hidroxilasa (TH) Val81Met, de la enzima implicada en la síntesis de 

serotonina (5-HT) triptófano 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 (MAO) G941T o T1077A entre otros (Levinson, 

2006).

 El factor neurotrófico derivado de cerebro (brain derived neurotrophic factor,

BDNF), es una de las neurotrofinas más estudiadas y caracterizadas dentro del sistema 

nervioso central (SNC) debido a su rol en plasticidad sináptica (Kossel et al, 2001; Levine 

et al, 1998; Levine et al, 1995; Lohof et al, 1993), y por su implicación en la patogénesis 

de los trastornos psiquiátricos (Duman & Monteggia, 2006). Alteraciones en sus niveles y 

funcionalidad se han descrito en varias enfermedades mentales como depresión, 

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 genómicos llevados a cabo hasta el momento concluyen 

que los alelos de riesgo existentes no parecen estar asociados con la patología depresiva 

(Flint & Kendler, 2014). La naturaleza poligénica del trastorno combinada con el efecto de 

los diferentes factores ambientales, resulta en múltiples 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 análisis y por las que los estudios genéticos no son actualmente 

concluyentes (Mullins & Lewis, 2017). Estas variables exigen un aumento considerable del 

tamaño de la muestra la cual debería ser estratificada fenotípicamente para aumentar su 

homogeneidad (Insel & Cuthbert, 2015). 

 La unión de las técnicas moleculares y el desarrollo computacional están ampliando 

la posibilidad de identificar factores relacionados con la susceptibilidad o el desarrollo de 

enfermedades complejas. De este modo, cuantos más genes candidatos vean la luz, mejor 

conoceremos la relación gen-fenotipo y más sabremos sobre la patofisiología de la 

depresión mayor, lo que permitirá avanzar en la búsqueda 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, así como en la infancia y la pubertad. El desarrollo cerebral se 

ha definido como un proceso de múltiples etapas, organizado y altamente dinámico que 

está genéticamente determinado, epigenéticamente dirigido y ambientalmente influenciado 

(Tau & Peterson, 2010). Estos eventos estresantes, modifican el material genético alterando 

la circuitería neuronal y confiriendo al individuo un incremento en la susceptibilidad a 

desarrollar una futura enfermedad mental, confirmando el papel del ambiente como factor 

de acción temprana en las enfermedades mentales (Palma-Gudiel et al, 2015; Weaver et al, 

2004).

Dentro de la patología 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 programación temprana de los sistemas neurobiológicos que regulan las 

respuestas a estrés y las emociones, actúan 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), así como de la funcionalidad de las estructuras cerebrales relevantes para la 

experiencia emocional, la susceptibilidad a los efectos de las experiencias adversas podrían 

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

 Como se ha descrito en este apartado, es ampliamente aceptado que la depresión 

mayor es el resultado de la interacción entre la predisposición genética y los factores 

ambientales, pero todavía queda mucho por estudiar sobre la compleja interrelación entre 

las diferentes etapas del desarrollo, los múltiples genes, condiciones ambientales, y los 

mecanismos moleculares tras la exposición a los eventos estresantes y la patología. 

1.3. HIPÓTESIS ETIOLÓGICAS 

La etiología de este trastorno multifactorial sigue siendo desconocida, por lo que 

varias hipótesis se han postulado con la intención de explicar cómo podrían originarse los 

cambios comportamentales y neuroquímicos presentes en los pacientes, así como el 
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mecanismo de acción de los fármacos antidepresivos. A continuación, se describen aquellas 

hipótesis más relevantes para el presente trabajo. 

1.3.1. HIPÓTESIS MONOAMINÉRGICA 

 En los años 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 

acción. Poco después se descubrió que dicho efecto era debido a que este agente agotaba 

las reservas de monoaminas disminuyendo sus niveles en el espacio sináptico. Estas 

evidencias dieron origen a la hipótesis clásica o monoaminérgica de la depresión 

(Schildkraut, 1965), la cual postula que la enfermedad es debida a una disminución de la 

actividad de los sistemas monoaminérgicos cerebrales, principalmente el serotonérgico y 

el noradrenérgico. Poco después, dos compuestos no usados en psiquiatría, iproniazida 

(tuberculostático) e imipramina (neuroléptico), mostraron un alto potencial como 

antidepresivos. Nos encontrábamos ante el nacimiento de los inhibidores de la enzima 

monoamino oxidasa (IMAO), y de los antidepresivos tricíclicos (tricyclic antidepressants,

TCA), los cuales actúan 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 recaptación 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 fármacos de primera línea en el tratamiento antidepresivo. Pese a ser más 

selectivos que los TCAs y presentar una menor incidencia de efectos secundarios, los 

tratamientos actuales presentan varias limitaciones como son el retraso en la aparición del 

efecto y la baja eficiencia —menos del 50% de los pacientes tratados muestran una 

completa remisión— (Berton & Nestler, 2006). 

 Numerosos estudios se realizaron con la intención de encontrar alteraciones en los 

niveles de monoaminas cerebrales o de sus metabolitos, pensando obtener biomarcadores 

de la patología en plasma, orina o líquido cefalorraquídeo (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 
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las investigaciones revelaron una disminución de los niveles de monoaminas (Ashcroft et 

al, 1966), mientras que otras no mostraron ninguna modificación (Asberg, 1997; Ricci & 

Wellman, 1990). Además, los fármacos dirigidos hacia los sistemas monoaminérgicos, 

afectan a los sistemas de neurotransmisores en horas (Bel & Artigas, 1992), mientras que 

su efecto clínico sólo 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, así como en los cambios producidos tras la 

administración crónica 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 -adrenérgicos en individuos 

con depresión mayor (Biegon & Israeli, 1988; Mann et al, 1986), o ausencia de cambios en 

pacientes suicidas con historia de depresión (De Paermentier et al, 1990). Por el contrario, 

los receptores -adrenérgicos se encuentran desensibilizados tras el tratamiento crónico con 

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

 Dentro de este sistema noradrenérgico, el receptor presináptico 2 también está 

asociado a este trastorno psiquiátrico de forma que hay un incremento de su densidad y 

afinidad en cerebros de pacientes suicidas diagnosticados de depresión (Callado et al, 1998; 

Meana et al, 1992). Tras el tratamiento crónico con fármacos antidepresivos, los 

heteroreceptores 2 se encuentran desensibilizados (Mongeau et al, 1994). Puesto que la 

activación de estos receptores localizados en neuronas serotonérgicas provoca una 

disminución 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, 

llevaría a una disminución de la actividad serotonérgica en dichas áreas de proyección. 

 Otro de los sistemas de neurotransmisión implicados en esta patología es el sistema 

dopaminérgico. No fue hasta los años 70 del siglo XX cuando se descubrió el papel de la 

dopamina en depresión (Randrup et al., 1975). La mayoría de los estudios comparando los 

niveles del neurotransmisor y sus metabolitos en líquido cefalorraquídeo 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 ácido homovanílico 
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(homovanillic acid, HVA) (Harada et al, 1999; Vestergaard et al, 1978). La misma situación 

se observó 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). Todavía queda 

mucho trabajo por hacer en relación al papel del sistema dopaminérgico en la patología 

depresiva, ya que la circuitería responsable de la conducta relacionada con la recompensa 

(motivación, placer), alterada en el trastorno, está regulada principalmente por neuronas 

dopaminérgicas. Esto supone un área de gran interés, donde poder obtener gran información 

sobre el sistema, su neurobiología y la relación con el trastorno depresivo (Nestler, 2015). 

1.3.2. HIPÓTESIS NEUROTRÓFICA/NEUROPLÁSTICA 

Los avances en Biología Molecular y Celular, permitieron esclarecer los 

mecanismos intracelulares por los cuales las monoaminas, tras unirse específicamente a sus 

receptores, modulan mensajeros secundarios como el CREB (cAMP response element-

binding protein), y el BDNF, relacionados con la neuroplasticidad y la neurogénesis. De 

esta manera, se postuló la hipótesis neurotrófica de la depresión (Duman et al, 1997), con 

el objetivo de caracterizar las acciones del estrés y de los tratamientos con fármacos 

antidepresivos, más allá de los sistemas de neurotransmisores y sus receptores, 

principalmente en áreas cerebrales como el hipocampo y la corteza frontal. Esta nueva 

hipótesis correlacionó los tratamientos con fármacos antidepresivos y la regulación de los 

niveles de factores neurotróficos, además de demostrar cómo estos factores tróficos juegan 

un papel muy importante en el trastorno depresivo. 

Las neurotrofinas son una familia proteica relacionada con la diferenciación y el 

crecimiento de muchos tipos neuronales durante el desarrollo, así 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 tróficos más estudiados por su amplia distribución en cerebro adulto, 

y por su relación directa con la depresión. Los primeros trabajos que relacionaron el BDNF 

con esta patología, mostraban como la administración de SSRIs, NSRIs, IMAOs, 

antidepresivos atípicos e incluso tras la terapia electroconvulsiva, producía un incremento 

de la expresión 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 describió como 

algunos tipos de estrés causaban atrofia e incluso muerte neuronal en la región 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 disminución del BDNF en estas 

mismas regiones cerebrales (Duman et al, 1997; Duman & Monteggia, 2006) (fig. 1). 

Figura 1. Representación de la hipótesis neurotrófica/neuroplástica de la depresión. En ella se 
pueden apreciar los cambios neurofisiológicos y moleculares propuestos en los trastornos 
relacionados o inducidos por el estrés. Los antidepresivos, administrados de forma crónica, 
revertirían los cambios producidos por la exposición al estrés. sc: schaffer colateral (axones 
procedentes del área 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 aparición en el campo de la psiquiatría, 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 depresión. Un importante 
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número de autores describen como los niveles de BDNF, así como los de su receptor se 

encuentran disminuidos en cerebros postmortem y plasma de suicidas diagnosticados de 

depresión (Dwivedi et al, 2003; Kim et al, 2007), mientras que otros autores muestran 

discrepancias en la relación entre sus niveles o actividades, y la patología. La asociación de 

niveles anormalmente bajos de BDNF y depresión, se confirmó con el descubrimiento del 

SNP Val66Met en el gen humano de este factor neurotrófico. La presencia de este SNP 

conlleva una disminución de la liberación de BDNF, y se ha vinculado con una mayor 

susceptibilidad a sufrir trastornos psiquiátricos (Chen et al, 2004; Egan et al, 2003; 

Eisenberg et al, 2013; Monteggia et al, 2007). Por otro lado, la implicación del BDNF en 

el mecanismo de acción de los fármacos antidepresivos parece claro, observándose un 

incremento de los niveles de este factor trófico en cerebro humano postmortem de pacientes 

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

 La motivación por conocer con más claridad el papel de esta neurotrofina tanto en 

la fisiopatología como en el mecanismo de acción de los fármacos antidepresivos, originó 

el desarrollo de modelos animales con alteraciones en los niveles tanto del BDNF como de 

su receptor. Los animales heterocigotos para este factor trófico (BDNF +/-) poseían un 

fenotipo más 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 trófico (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 relación a la conducta 

de tipo depresiva, los animales no presentaban diferencias en test conductuales clásicos 

como el test de la natación forzada (forced swimming test, FST) o el test de la suspensión 

de la cola (tail susension test, TST), donde se determina la desesperación del animal 

(Chourbaji et al, 2004; Duman et al, 2007; Ibarguen-Vargas et al, 2009). En cambio, sí 

mostraban un estado de tipo depresivo evaluado mediante la conducta de indefensión 

aprendida (learned helplessness, LHP) (MacQueen et al, 2001). Es de destacar que tras la 

exposición de estos animales a estrés, el fenotipo ansioso y de tipo depresivo se hacía 

notable (Carola & Gross, 2010; Duman et al, 2007), sugiriendo que una disminución en los 

niveles de BDNF confería 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 expresión a nivel de mRNA 

(Nibuya et al, 1995; Russo-Neustadt & Chen, 2005), así como de su receptor TrkB (Duman 

& Monteggia, 2006; Nestler et al, 2002) como consecuencia del tratamiento crónico con 

antidepresivos, se debe a un incremento de los niveles de monoaminas, que tras unirse a 

sus receptores, incrementan la vía del adenosín monofosfato cíclico (cyclic adenosine 

monophosphate, cAMP) (D'Sa et al, 2005; Duman et al, 1997), activándose 

consecuentemente el factor de transcripción CREB, lo que induce la expresión de sus genes 

diana, entre los que se encuentra el BDNF (Blendy, 2006; Duman et al, 1997). El 

tratamiento agudo con el antidepresivo de acción rápida ketamina, también produce 

activación de la vía de BDNF en cerebro de roedores, apoyando la importancia de este 

factor trófico en la respuesta antidepresiva (Autry & Monteggia, 2012; Castren & 

Rantamaki, 2010a; Castren & Rantamaki, 2010b). 

 A mediados de los años 60 del siglo XX, se describió la neurogénesis en cerebro 

adulto en el giro dentado del hipocampo (Altman & Das, 1965), en contra de lo que se creía 

hasta la fecha. Este tipo de neuroplasticidad cerebral ha ido con los años adquiriendo 

importancia tanto en la patofisiología de la depresión, como en el mecanismo de acción de 

los fármacos antidepresivos. Así, la hipótesis neurotrófica de la depresión, también propone 

como la exposición a estrés, tanto agudo como crónico, induce la disminución de la 

proliferación y neurogénesis hipocampales (fig. 1) (Duman et al, 1999; Malberg & Duman, 

2003; Warner-Schmidt & Duman, 2006). Este descenso en la formación de nuevas 

neuronas, se postuló como una posible causa en la etiología del trastorno depresivo (Duman 

et al, 2000; Jacobs et al, 2000), y surgió tras demostrarse mediante estudios morfométricos 

y morfológicos del hipocampo de pacientes deprimidos, una reducción en su volumen 

(Bremner et al, 2000; Sheline et al, 1996), asociándose así la pérdida y atrofia neuronal con 

el trastorno. Por el contrario, tratamientos crónicos con SSRIs como la fluoxetina (Encinas 

et al, 2006), subcrónicos con el agonista parcial del receptor 5-HT4 (Pascual-Brazo et al, 

2012), o incluso tratamientos no farmacológicos como el silenciamiento mediante 

moléculas de ácido ribonucleico pequeño de interferencia (small interference RNA, siRNA) 

del transportador de serotonina (5-HTT) en el núcleo dorsal del rafe (Ferres-Coy et al, 

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

 A pesar de los numerosos estudios en relación a esta hipótesis, su implicación no ha 

sido plenamente establecida, y aún se sabe poco sobre qué factores están implicados en la 
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deficiencia proliferativa asociada a las enfermedades psiquiátricas. En este sentido, el 77% 

de los estudios en los que se elimina la neurogénesis hipocampal tanto en animales naïve,

como en modelos animales de depresión, no es suficiente para mostrar una conducta de tipo 

ansioso/depresivo (Petrik et al, 2012). Sin embargo, en el resto se observa una correlación, 

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 neuroplásticos 

a través de los cuales el cerebro percibe, adapta y responde a una variedad de estímulos 

internos y externos, fueron adquiriendo importancia. Por ello, además de la proliferación 

neuronal, otros tipos de neuroplasticidad como la plasticidad sináptica, que también se 

regula por los tratamientos antidepresivos (Chen et al, 2001a; Thome et al, 2000), fueron 

propuestos en la biología de la depresión (Duman et al, 1999). Junto con el hipocampo, la 

corteza prefrontal (prefrontal cortex, PFCx) es una región muy sensible al estrés, el cual 

induce cambios como la reducción del número y longitud de las espinas dendríticas en las 

neuronas piramidales de esta área (Cook & Wellman, 2004; Penzes et al, 2011; Radley et 

al, 2004). Estas modificaciones plásticas reflejarían una vulnerabilidad a padecer episodios 

depresivos (Blugeot et al, 2011). 

1.3.3. HIPÓTESIS GLUTAMATÉRGICA 

 La mayoría de las investigaciones sobre el trastorno depresivo y su tratamiento se 

han fundamentado en los sistemas monoaminérgicos. Las limitaciones que presenta la 

teoría clásica de la enfermedad, han obligado a ampliar el estudio a otros sistemas de 

neurotransmisión para tratar de dar una mejor explicación a la etiopatogenia de la 

depresión, 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 & Ionescu, 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 patología depresiva se han descrito diversas 

alteraciones del sistema glutamatérgico, como niveles elevados del neurotransmisor en el 

plasma, líquido cefalorraquídeo y cerebro de pacientes con depresión (Sanacora et al, 
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2008). Las células gliales regulan la concentración sináptica de glutamato, por lo que la 

reducción en la densidad de células gliales que se ha observado en PFCx de pacientes 

deprimidos podrían contribuir a la patología 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 daño neuronal como consecuencia del 

efecto exocitotóxico causado por una hiperactivación de los receptores NMDA (Olney et 

al, 1989; Olney et al, 1991). En línea con lo observado en humanos, existen trabajos 

realizados en modelos animales donde se muestra como el estrés crónico produce una 

conducta de tipo depresivo, asociado a un daño en astrocitos corticales (Banasr et al, 2010; 

Cotter et al, 2002; Cotter et al, 2001a; Cotter et al, 2001b), así como en otras áreas 

importantes en la patología como la amígdala (Bowley et al, 2002). La administración 

crónica de antidepresivos clásicos como imipramina o citalopram en ratón, provocan 

cambios sostenidos en el binding de los receptores NMDA (Skolnick et al, 1996), apoyando 

la implicación de este receptor en el efecto antidepresivo. 

La administración aguda parenteral de ketamina, antagonista del receptor NMDA, 

produce la mejoría en pacientes diagnosticados de depresión y resistentes a los 

antidepresivos convencionales, pocas horas después de la administración (Berman et al, 

2000; Zarate et al, 2006). Este hecho provocó el interés por el glutamato en el mecanismo 

antidepresivo de acción rápida, implicando otros componentes del sistema glutamatérgico 

como el receptor del ácido -amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico (AMPA), que 

promueve la modulación del factor neurotrófico BDNF, y la vía de la diana de rapamicina 

en células de mamífero o mTOR (mammalian target of rapamycin), favoreciendo 

finalmente los procesos de plasticidad sináptica. Esto muestra como las diferentes hipótesis 

propuestas sobre la enfermedad no son mutuamente excluyentes, encontrándose en muchos 

casos estrechamente ligadas, como en este caso las hipótesis glutamatérgica y la 

neurotrófica/neuroplástica. 

 Sin embargo, otros mecanismos de acción complementarios a la activación de la vía 

de mTOR, han sido propuestos para los compuestos con acción antidepresiva a través del 

antagonismo del receptor NMDA. Estos mecanismos incluyen la regulación de la 

señalización 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 más estudios para poder extraer conclusiones de los 
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procesos que subayacen en el efecto de estos compuestos basados en la neurotransmisión 

glutamatérgica. 

 A pesar de su rapidez de acción, la ketamina produce una serie de efectos adversos 

como síntomas psicotomiméticos y/o disociativos, a la par que un fuerte potencial adictivo 

(Krystal et al, 2013). Para tratar de solventar estos inconvenientes, se están llevando a cabo 

un gran número de investigaciones sobre los mecanismos de acción de moléculas que 

actúan sobre el sistema glutamatérgico, para identificar alternativas más seguras. Entre ellas 

encontramos los antagonistas del receptor metabotrópico de glutamato mGlu2/3 (Fukumoto 

et al, 2016), los antagonistas de la subunidad GluN2B del receptor NMDA (Gerhard et al, 

2016), los antagonistas del sitio de unión para glicina en la subunidad GluNR1 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 rápida como el uso de cannabidiol (Linge et al, 2016) o la 

estimulación cerebral profunda (deep brain stimulation, DBS) en PFCx (Jimenez-Sanchez 

et al, 2016) también median su efecto antidepresivo a través de la modulación de los niveles 

extracelulares de glutamato.  

 En la actualidad no se ha aprobado para la clínica ningún compuesto glutamatérgico. 

La complejidad del sistema, el gran número de isoformas de las subunidades que conforman 

los receptores, así como las numerosas vías de señalización que pueden regular, continúan 

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

1.3.4. HIPÓTESIS NEUROENDOCRINA 

 Los datos más robustos en relación a estudios neuroendocrinos, son aquellos que 

relacionan los trastornos del estado del ánimo con una desregulación del eje hipotálamo-

hipófisis (pituitaria)-corteza adrenal (HPA) (Boyer, 2000). El funcionamiento del eje (fig. 

2) se inicia con la secreción del factor liberador de corticotropina (corticotropin releasing 

factor, CRF) en el núcleo paraventricular del hipotálamo, lo que estimula la síntesis y la 

liberación de la hormona adrenocorticotropina (adrenocorticotropic hormone, ACTH) por 

parte de la glándula pituitaria, en la hipófisis. Una vez en la corteza adrenal, la ACTH 

promueve la liberación de glucocorticoides como el cortisol o la corticosterona, que actúan 
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regulando negativamente la secreción de CRF y ACTH como mecanismo adaptativo 

(Herman & Cullinan, 1997). 

La alteración de la regulación negativa del eje, junto con el incremento de CRF, 

determinan el estado de hiperactividad del eje HPA, sugiriéndose su normalización 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 líquido 

cefalorraquídeo de pacientes diagnosticados de depresión mayor (Nemeroff et al, 1984), así 

como en saliva, plasma y orina (Nemeroff & Vale, 2005), junto con la hipertrofia de las 

glándulas adrenales y pituitaria. El aumento de los niveles de CRF está asociado a la 

desensibilización de los receptores de CRF observada en hipocampo, amígdala y corteza

frontal (Boyer, 2000; Nemeroff et al, 1988). Es más, se ha encontrado una elevada 

comorbilidad de depresión en pacientes que sufren del síndrome de Cushing o 

hipercortisolismo (Sonino & Fava, 2002). 

Figura 2. Eje hipotálamo-pituitaria-adrenal y regulación negativa mediada por el hipocampo y el 
PVN. PVN, núcleo paraventricular del hipotálamo; CRF, factor liberador de corticotropina; 
ACTH, adrenocorticotropina. Tomado de Nestler et al. (2002). 
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 Por el contrario estudios en pacientes con depresión mayor revelaron una reducción 

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), así como una disminución en los niveles 

de cortisol tras el tratamiento con antidepresivos clásicos, litio, terapia electroconvulsiva y 

estimulación magnética transcraneal (McKay & Zakzanis, 2010). 

 La importancia de la relación entre la desregulación del eje HPA y depresión, 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 depresión basado en la administración crónica de corticosterona 

(Gourley et al, 2009; Krishnan & Nestler, 2008), simulando la hiperactividad del eje HPA, 

muestra anhedonia y otras conductas relacionadas con la depresión, las cuales son 

revertidas por la administración crónica de fármacos antidepresivos (Gourley & Taylor, 

2009). Estos modelos animales también presentan los cambios neuroquímicos y 

morfológicos propios de la enfermedad, como déficits en proliferación y neurogénesis 

hipocampales (Gourley et al, 2008a; Murray et al, 2008), que son revertidos por el 

tratamiento de fármacos antidepresivos que potencian la actividad monoaminérgica 

(Murray et al, 2008). Estos datos sirvieron para relacionar el aumento de los 

glucocorticoides, con la disminución de la neuroplasticidad hipocampal (Duman et al, 

1997; Haynes et al, 2004; Wong & Herbert, 2006), demostrando una vez más la estrecha 

relación entre las hipótesis postuladas. 

1.3.5. HIPÓTESIS NEUROINFLAMATORIA 

En los últimos años se ha propuesto una nueva teoría neuroinflamatoria para 

explicar la enfermedad. Esta hipótesis se basó en observaciones como la de que pacientes 

con depresión mayor presentan elevados los niveles de citoquinas proinflamatorias, así 

como los de sus receptores (Maes, 1999; Miller et al, 2009), lo que promovería una 

reducción de los niveles de monoaminas como la serotonina (Zhu et al, 2010). El 

incremento de citoquinas proinflamatorias conlleva una conducta “enferma” (sickness

behaviour), con síntomas paralelos a los observados en pacientes de depresión (ansiedad, 

desánimo, pérdida de apetito, etc.) (Silverman et al, 2005). Además, diversos estudios 

sugieren una asociación entre polimorfismos de genes que codifican para ciertas citoquinas 
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como el factor de necrosis tumoral  (tumor necrosis factor- , TNF- ) 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 SEROTONÉRGICO 

El sistema serotonérgico se encuentra asociado a un número elevado de procesos 

fisiológicos como la regulación endocrina, el control de la temperatura, el apetito, la 

conducta sexual, la nocicepción, 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). Además, alteraciones de este sistema de neurotransmisión poseen un papel 

importante en las patologías psiquiátricas como la depresión mayor entre otras (Graeff et 

al, 1996; Mann, 1999). 

 Las neuronas serotonérgicas presentes en los núcleos del rafe actúan como 

moduladoras de su propia actividad, gracias a la existencia de sinapsis a nivel 

somatodendrítico. Este mecanismo de regulación, llevado a cabo por los autorreceptores es 

de vital importancia fisiológica y/o farmacológica en la patología, lo que se comentará en 

detalle más adelante. Aunque los núcleos del rafe poseen una elevada proporción de 

neuronas serotonérgicas, una gran cantidad de tipos celulares están presentes en esta 

estructura como las neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas o dopaminérgicas (Adell et 

al, 2002). Además, estos núcleos reciben proyecciones de diferentes áreas cerebrales, 

llegando hasta ellos terminaciones glutamatérgicas, colinérgicas, GABAérgicas y 

noradrenérgicas (Artigas, 2013a; Artigas, 2013b), lo que demuestra la elevada complejidad 

de este sistema de neurotransmisión cerebral. Gracias a la complejidad y diversidad de la 

comunicación entre las neuronas serotonérgicas y otros tipos celulares del SNC, así como 

a su presencia en el sistema nervioso periférico, participa en una gran variedad de 

funciones.
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2.1. NEUROANATOMÍA DEL SISTEMA SEROTONÉRGICO 

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

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

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

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

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

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

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

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

1. Vía ascendente ventral: los cuerpos o somas de estas neuronas se sitúan en el 

núcleo central superior de Bechterev (B6-B8) y en el núcleo dorsal del rafe (B7). 

Algunas de sus proyecciones atraviesan el mesencéfalo y alcanzan el núcleo-

peduncular y la sustancia negra; otras alcanzan a los núcleos habenulares y los 

centros talámicos medial, parafascicular y de la línea media; y otras fibras logran 

extender sus proyecciones hasta el hipotálamo lateral, el cuerpo mamilar, el núcleo

caudado, el putamen y el neocórtex. Por delante del hipotálamo, esta vía se divide 

en varias proyecciones que inervan diversas estructuras del sistema límbico como 

el hipocampo, la amígdala o la corteza entorrinal.

2. Vía ascendente dorsal: estas neuronas nacen en el núcleo magno del rafe (B3), en 

los núcleos pontinos del rafe (B5) y en el núcleo central superior del rafe (B6). Sus 

proyecciones se dirigen principalmente hacia el área posterior del hipotálamo y 

hacia la sustancia gris periacueductal, aunque la superficie ependimaria y los 

plexos coroideos también reciben conexiones de estas células.

3. Vía cerebelosa: tiene su origen en los núcleos B5 y B6 e inerva los núcleos

profundos y la corteza del cerebelo.

4. Vía descendente propiobulbar: estas neuronas proyectan a otros núcleos del 

tronco como son el locus coeruleus, la formación reticular, bulbar y pontina, el 

núcleo tegmental dorsal y el complejo olivar desde los núcleos B6 a B8 y desde B3 

a B5.

5. Vía descendente bulboespinal: desde los núcleos 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 núcleo

intermediolateral.

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

2.2. NEUROQUÍMICA DEL SISTEMA SEROTONÉRGICO 

La 5-hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT), junto con el resto de catecolaminas, 

forma parte de la familia de aminas biógenas. Tras ser aislada e identificada (Rapport et al, 

1948), se reveló su estructura química observándose que estaba formada por un anillo 

indólico 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 aminoácido L-triptófano procedente de la dieta. Este aminoácido 

esencial, en el primer paso limitante de la síntesis de la 5-HT, es hidroxilado por la enzima 

triptófano hidroxilasa (TPH), que lo transforma en 5-hidroxitriptófano (5-HTP). En el 

siguiente paso, el 5-HTP es descarboxilado a través de la enzima L-aminoácido 

descarboxilasa (LAD) que lo convierte en 5-HT, la cual es rápidamente almacenada en 



Introducción

22

vesículas mediante su propio transportador, evitando así ser degrada por la enzima 

monoaminooxidasa (MAO) de localización intracelular. De esta forma, el neurotransmisor 

está preparado para su liberación a la hendidura sináptica tras producirse la despolarización 

en la terminación nerviosa con la respectiva entrada de Ca2+ al interior de la célula. La 5-

HT liberada puede: i) actuar sobre receptores específicos, ii) difundir al espacio 

extrasináptico, o iii) ser recaptada al interior celular por los transportadores de 5-HT (5-

HTT), sistema específico y de elevada afinidad localizado en la terminación nerviosa. Una 

vez en el interior de la neurona serotonérgica, la 5-HT puede ser acumulada de nuevo o ser 

degradada, principalmente mediante una desaminación oxidativa catalizada por la MAO 

(esencialmente por la isoforma A). Seguidamente, sufre un proceso oxidativo por la acción 

de la enzima aldehído deshidrogenasa, para transformarse en su principal metabolito, el 

ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) que se difunde al espacio extracelular y al líquido 

cefalorraquídeo.

2.3. RECEPTORES SEROTONÉRGICOS 

 La serotonina ejerce sus acciones a través de al menos catorce subtipos de receptores 

específicos, divididos en siete familias: 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5HT4, 5-HT5, 5-HT6 y 5-

HT7. Con la excepción de los receptores 5-HT3 que son canales iónicos activados por 

ligando (Derkach et al, 1989), todos los receptores serotonérgicos forman parte de la 

superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (G protein coupled receptors, GPCRs) 

(Millan et al, 2008). A continuación, se describen aquellos subtipos de receptores 

serotonérgicos con más 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 más estudiados y caracterizados. El 

receptor 5-HT1A en muestras humanas y en modelos animales, muestra una elevada 

implicación tanto en el origen, como en el tratamiento de la patología depresiva (Akimova 

et al, 2009; Hirvonen et al, 2008; Le Francois et al, 2008; Strobel et al, 2003). Este receptor, 

tras su activación, se acopla a proteínas Gi/o, modulando un gran número de cascadas de 
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señalización intracelulares, incluyendo la inhibición de la producción de cAMP, la 

inactivación de canales de Ca2+ y la activación de canales de K+ (Barnes & Sharp, 1999). 

 La distribución de los receptores 5-HT1A en el SNC es extensa y variada, 

encontrándose en mayor densidad en los núcleos del rafe, tanto dorsal como medial (DRN, 

MRN), áreas del septo lateral, el hipocampo y en la corteza entorrinal (Khawaja, 1995; 

Pazos & Palacios, 1985). Este receptor está presente también en otras regiones del SNC 

correspondiendo a los ganglios basales y el tronco del encéfalo donde a excepción de los 

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

 Atendiendo a la ubicación de los receptores con respecto a las neuronas que 

constituyen el sistema serotonérgico central existen dos subpoblaciones. Los 

heterorreceptores, de localización postsináptica en áreas de proyección las cuales reciben 

inervación serotonérgica, y los autorreceptores, que se localizan en el soma y en las 

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

 Los heterorreceptores se localizan principalmente en neuronas piramidales y en 

interneuronas GABAérgicas (Artigas et al, 2006; Azmitia et al, 1996; Palchaudhuri & 

Flugge, 2005; Santana et al, 2004). Su activación en las neuronas piramidales de 

hipocampo, amígdala o corteza prefrontal, produce una respuesta hiperpolarizante en las 

neuronas piramidales en respuesta a la serotonina liberada, tras acoplarse a las subunidades 

G o y G i3, dependiendo de la estructura cerebral donde se produce la activación (Andrade 

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

 Por otro lado, la activación somatodendrítica 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 áreas de proyección (Hjorth & Sharp, 

1991; Meller et al, 1990; Sprouse & Aghajanian, 1986). Debido a ello, la liberación local 

de 5-HT en las inmediaciones de los núcleos del rafe, actúa como mecanismo regulador 

negativo de la liberación del neurotransmisor (Adell et al, 1991; Artigas et al, 1996; Bang 

et al, 2012). Algunos trabajos sugieren que los mecanismos de señalización intracelulares 

inducidos por la activación de los receptores 5-HT1A localizados en los núcleos del rafe,

son diferentes a los activados en otras áreas, estando mediados por el acople a las 

subunidades G i3 de la proteínas G, lo que provoca una inhibición 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). 

Figura 4. Esquema de la localización 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 sitúan tanto en los cuerpos de las neuronas serotonérgicas, dentro del núcleo
dorsal del rafe (5-HT1A), como en los axones terminales (5-HT1B). Los heterorreceptores, 
localizados en neuronas no serotonérgicas, controlan la función de éstas, activando o inhibiendo su 
actividad. El control de la funcionalidad del núcleo dorsal del rafe se ejerce en parte por las 
conexiones que provienen de la corteza prefrontal medial. DRN, núcleo 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-HT1B

Este miembro de la familia de receptores 5-HT1, se acopla a las proteínas G del tipo 

Gi/Go tras su activación (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-HT1B podrían estar actuando dentro del SNC. 

Estos mecanismos van desde la activación de la proteína quinasa activada por mitógenos 

(mitogen-activated protein kinase, MAPK) (Pullarkat et al, 1998), a la modulación de la 
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proteína quinasa B o Akt, la activación de la óxido nítrico sintasa neuronal (nitric oxide 

synthase, NOS) y las fosfolipasas C y D (phospholipase C, PLC y phospholipase D PLD), 

la inhibición de canales de Ca2+ y la activación de canales de K+ (Raymond et al, 2001).

 Estudios de fijación de radioligandos selectivos y no selectivos para el receptor 5-

HT1B, permitieron mediante autorradiografía localizar las estructuras del SNC donde se 

expresa este receptor. Las densidades mayores correspondieron a los ganglios basales,

concretamente al globo pálido y la sustancia negra; densidades intermedias se observaron 

en el hipocampo, los colículos, la sustancia gris periacueductal o el núcleo entopeduncular;

y las densidades más bajas se localizaron en hipotálamo, amígdala y corteza (Bonaventure 

et al, 1997; Bruinvels et al, 1993; Pazos & Palacios, 1985; Varnas et al, 2001).  

 El receptor 5-HT1B funciona como autorreceptor en neuronas serotonérgicas, o 

como heterorreceptor en neuronas no serotonérgicas contribuyendo a la regulación de la 

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

 Diversos estudios han descrito la disminución en la liberación de 5-HT producida 

por la activación de los autorreceptores 5-HT1B tras la administración sistémica o local de 

agonistas selectivos contra este subtipo en áreas de proyección como el hipocampo (Bosker 

et al, 1995; Martin et al, 1992a), la corteza frontal (Sleight et al, 1989), o el hipotálamo

(Moret & Briley, 2000). Además, se ha descrito que la activación de los autorreceptores 

localizados perisomáticamente en DRN y MRN, inhiben la frecuencia de descarga de estas 

neuronas así como la liberación de 5-HT en estos núcleos (Adell et al, 2001). 

 En referencia a la activación de los heterorreceptores, la literatura muestra efectos 

inhibitorios en la liberación de diferentes neurotransmisores y en diferentes estructuras 

cerebrales, apoyando la presencia de los receptores 5-HT1B en neuronas no serotonérgicas. 

En este sentido, estudios in vitro, han descrito la disminución de la liberación de acetilcolina 

en hipocampo de rata (Cassel et al, 1995; Maura & Raiteri, 1986), y la reducción en la 

liberación del ácido -aminobutírico (gamma-aminobutyric acid, GABA) (Johnson et al, 

1992; Stanford & Lacey, 1996). De manera contraria, la activación de los receptores 5-

HT1B favorece la liberación de dopamina en áreas de proyección como la corteza prefrontal

(Iyer & Bradberry, 1996) o el estriado (Benloucif et al, 1993; Galloway et al, 1993), 

indicando la localización del receptor 5-HT1B 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 proteínas G. Este receptor se une 

a proteínas 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 

activación de la proteína quinasa A (protein kinase A, PKA) dependiente de cAMP 

(Andrade & Chaput, 1991; Eglen et al, 1995; Fagni et al, 1992), y posteriormente a la 

inhibición de canales de K+ dependientes de voltaje. Aunque también se ha propuesto que 

la activación del receptor 5-HT4 puede modular señales intracelulares por medio de 

mecanismos independientes de proteínas G, como por ejemplo, a través de la activación de 

MAPK (Barthet et al, 2007). Los procesos resultantes de la activación del receptor 5-HT4,

implican aumento de la excitabilidad neuronal, lo que favorece la liberación de 

neurotransmisores.

 La publicación de la estructura del gen que codifica para el receptor en humano 

reveló 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 más abundantes en SNC 

(Vilaro et al, 2005). Los receptores 5-HT4 presentan una amplia distribución en el cerebro, 

expresándose en forma de heterorreceptores en áreas de proyección, principalmente en 

corteza prefrontal, hipocampo y amígdala, y ganglios basales (caudado-putamen y pálido

ventral) (Vilaro et al, 1996; Vilaro et al, 2005; Waeber et al, 1994). Diversos estudios 

neuroquímicos y del comportamiento han sugerido que, en estas áreas, el receptor 5-HT4

posee un papel importante regulando la liberación de varios tipos de neurotransmisores 

como acetilcolina, GABA, DA y 5-HT, potenciando la transmisión 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 SEROTONÉRGICO EN DEPRESIÓN MAYOR 

Tras el descubrimiento fortuito de los primeros antidepresivos, la investigación 

sobre las bases etiológicas del trastorno, así como la síntesis de nuevos antidepresivos se 

focalizaron en gran medida sobre el sistema serotonérgico. La disminución en el binding

de [3H]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 depresión (Arango et al, 1990; Arora & Meltzer, 

1989; D'Haenen et al, 1992; Mann et al, 1986). Estos resultados parecían 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 5HT2 en corteza frontal (Yatham et al, 1999). 

 Además de los receptores 5-HT2, la implicación de los otros subtipos de receptores 

serotonérgicos y su participación en la etiopatología del trastorno depresivo, también han 

sido estudiados por un gran número de investigadores. A continuación, se describen los 

hallazgos más relevantes en relación a los receptores estudiados en este trabajo de tesis. 

Receptor 5-HT1A

El receptor 5-HT1A, está alterado en pacientes diagnosticados de depresión mayor y 

trastornos del estado de ánimo. Los estudios realizados mediante técnicas de neuroimagen 

y en cerebro postmortem a través del uso de [3H]8-OH-DPAT en autorradiografía de 

receptores indican que en la depresión mayor existe un aumento en los niveles del 

autorreceptor 5-HT1A en DRN de pacientes deprimidos suicidas (Boldrini et al, 2008; 

Stockmeier et al, 1998), mientras que se describe una reducción en la expresión de estos 

receptores en áreas de proyección (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-HT1A, un incremento en los niveles de los receptores 5-HT1A en los núcleos

del rafe produce una disminución de la frecuencia de descarga de estas neuronas y una 

reducción de la liberación de serotonina en áreas de proyección. Sin embargo, otros 
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estudios muestran una disminución 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 patología depresiva también 

ha sido evaluado. Los análisis muestran una disminución en la densidad de estos receptores 

en áreas corticales y subcorticales, a través de estudios PET (Positron Emission 

Tomography, PET) en pacientes depresivos tratados y no tratados, así como en pacientes 

en remisión sin tratar (Bhagwagar et al, 2004; Drevets et al, 2000; Drevets et al, 2007; 

Sargent et al, 2000). Esta disminución en funcionalidad de los heterorreceptores 5-HT1A

que regulan cognición y emoción (Albert et al, 2014), estaría asociada en parte con la 

alteración de estas funciones en los pacientes diagnosticados de depresión. Por otro lado, 

existen trabajos en desacuerdo con los anteriores donde se aprecia un incremento de la 

funcionalidad de los receptores 5-HT1A presentes en áreas de proyección (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 farmacológicos, estado de la 

muestra, etc., que pueden dificultar la obtención de resultados homogéneos, favoreciendo 

las controversias observadas. 

 Las aproximaciones preclínicas realizadas en relación al receptor 5-HT1A apoyan el 

papel del receptor en los trastornos del estado del ánimo. En modelos animales de estrés, 

se ha descrito una reducción de la funcionalidad de los heterorreceptores 5-HT1A, en áreas 

como el hipocampo, corteza e hipotálamo (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 microdiálisis in vivo en áreas como hipocampo, estriado, corteza frontal

o núcleos 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 sí una respuesta exagerada al estrés agudo (Van Bogaert et al, 2006). La expresión 

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-HT1A postsinápticos (Akimova et al, 2009; 

Goodfellow et al, 2009; Gross & Hen, 2004). Resultados contrarios se han descrito en un 
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estudio donde se determina la implicación de los auto y heterorreceptores 5-HT1A de 

manera independiente en la conducta ansiosa, asociando el receptor 5-HT1A presináptico 

con ese tipo de comportamiento (Richardson-Jones et al, 2011). Otros modelos animales 

como los ratones knockout para el receptor del sistema endocannabinoide CB1, que 

presentan una conducta de tipo depresivo, también muestran asociada una menor 

funcionalidad del receptor 5-HT1A en el área CA1 del hipocampo (Mato et al, 2007). 

 Adicionalmente, un elevado número de trabajos clínicos y básicos asocian al 

receptor 5-HT1A al efecto de los fármacos antidepresivos. En este sentido, como 

consecuencia de su papel en la regulación negativa de la liberación de 5-HT, los 

autorreceptores condicionan el incremento inicial de los niveles extracelulares del 

neurotransmisor inducido por la administración 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 aparición del efecto de los fármacos antidepresivos convencionales (Artigas et 

al, 1996; Blier & De Montigny, 1983; Gardier et al, 1996). Esto incluye en el mecanismo 

de acción de estos fármacos, la necesidad de la desensibilización de los autorreceptores 5-

HT1A (Dawson & Nguyen, 2000), permitiendo así el restablecimiento de la frecuencia de 

descarga y que los niveles de 5-HT en el espacio sináptico se incrementen (Blier & De 

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

Receptor 5-HT1B

Evidencias preclínicas asocian a este receptor con la patología depresiva aunque 

existen controversias con respecto a su implicación (Ruf & Bhagwagar, 2009; Sari, 2004). 

Se ha descrito que los niveles del mRNA del receptor 5-HT1B se encuentran disminuidos 

en muestras postmortem de pacientes diagnosticados de depresión mayor, en paralelo a una 

reducción del mRNA de la proteína S100A10 o p11, que interacciona con el receptor 5-

HT1B, incrementando la localización de este receptor en la superficie de la membrana 

celular (Svenningsson et al, 2006), cambios que parecen ser dependientes del área cerebral 

(Anisman et al, 2008). Estudios en ratones knockout en los que se eliminó la proteína p11, 

mostraron una disminución de la densidad y de la funcionalidad del receptor 5-HT1B,

acompañado de un fenotipo de tipo depresivo representado por un estado anhedónico y 

mayores tiempos de inmovilidad en el test de suspensión 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-HT1B en la corteza prefrontal (Huang et al, 1999). Además, 

estudios de los SNPs G861 y C129T en el gen del receptor 5-HT1B no han mostrado una 

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

 Estudios preclínicos del receptor 5-HT1B, demuestran como la funcionalidad a 

través de este receptor puede modular tanto la conducta ansiosa como la de tipo depresivo. 

Así, su activación produce un efecto ansiogénico (Lin & Parsons, 2002; Sari, 2004), 

dependiendo de su localización anatómica (Sari, 2004). En concreto, la sobreexpresión del 

receptor 5-HT1B en DRN, induce un fenotipo más 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 sobreactivación de los autorreceptores 5-HT1B en la respuesta 

al estrés (Clark et al, 2002). Por otro lado, su activación en el hipocampo inhibe la liberación 

de acetilcolina (Maura & Raiteri, 1986), lo que se ha asociado con un fenotipo ansioso 

como el observado tras antagonizar los receptores nicotínicos y muscarínicos en dicha 

estructura cerebral (File et al, 1998). 

 El receptor 5-HT1B también se ha asociado con el mecanismo de acción de los 

fármacos antidepresivos, aunque esta relación no está tan estudiada como en el caso del 

receptor 5-HT1A. Tras la administración crónica de SSRIs, se ha observado una 

desensibilización de los autorreceptores 5-HT1B en las terminaciones nerviosas (Blier et al, 

1988; O'Connor & Kruk, 1994), facilitando así la neurotransmisión serotonérgica. Estos 

efectos no se han descrito en otros estudios (Auerbach & Hjorth, 1995; Bosker et al, 1995; 

Gobbi et al, 1997). Paralelamente, tratamientos crónicos con antidepresivos como la 

fluoxetina y la paroxetina, producen una regulación a la baja del mRNA de este subtipo 5-

HT1B en el DRN (Anthony et al, 2000). 

Los heterorreceptores 5-HT1B inicialmente no se asociaron con cambios en 

respuesta a la administración crónica de antidepresivos (Neumaier et al, 2002). Sin 

embargo, estudios posteriores en ratón 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 farmacológico de estos receptores (Chenu et al, 2008). En 

este sentido, la sobreexpresión de la proteína p11 en ratón, conlleva la hiperfuncionalidad 

del receptor 5-HT1B en sustancia negra, y una disminución en la conducta de tipo depresivo 

(Svenningsson et al, 2006).
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 El hecho más relevante en referencia a este subtipo de receptor y la depresión 

mayor, es la posibilidad de que la coadministración de un antagonista del receptor 5-HT1B,

junto con un SSRIs, pueda lograr un efecto antidepresivo de acción rápida. Evidencias 

preclínicas apoyan esta idea (Adell et al, 2005; Hughes et al, 2007; Moret & Briley, 2000), 

pero todavía queda mucho por conocer. 

Receptor 5-HT4

La asociación de este subtipo de receptor serotonérgico con la modulación de los 

estados del ánimo, los procesos cognitivos y la ansiedad, parámetros alterados en la 

patología depresiva, se describió hace ya más 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 

implicación en la etiopatología depresiva fue más evidente tras la publicación 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 núcleo 

caudado (Rosel et al, 2004) de pacientes suicidas con depresión mayor. El segundo trabajo, 

describe la asociación entre niveles disminuidos del receptor 5-HT4 en el estriado de 

individuos sanos, que tienen algún miembro de su familia con depresión mayor, 

asociándose así estos bajos niveles de 5-HT4 estriatal al riesgo familiar a padecer el 

trastorno (Madsen et al, 2014), apoyando así el importante papel de este receptor en las 

bases neurobiológicas del trastorno depresivo. 

Los tratamientos crónicos con antidepresivos clásicos también regulan los 

receptores 5-HT4. En este sentido se ha descrito como los SSRIs y SNRIs inducen una 

disminución de la densidad de los receptores en áreas 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). Además, su implicación en la modulación de la conducta 

ansioso/depresiva, así como la necesidad de la activación de este receptor para obtener los 

efectos de la fluoxetina en determinados paradigmas conductuales se ha descrito en 

profundidad en una reciente publicación (Amigo et al, 2016). Es más, la administración 

subcrónica del agonista parcial del receptor 5-HT4 RS67,333, produce un efecto 

antidepresivo rápido (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo et al, 2012), ampliando las bases 



Introducción

32

moleculares para la síntesis de nuevos compuestos con acción antidepresiva basados en el 

sistema serotonérgico. 

 A pesar de que su implicación tanto en la neurobiología de la depresión como en el 

mecanismo de acción de los fármacos antidepresivos, es bastante clara, se requiere de más 

estudios en el ámbito clínico y preclínico, para así poder conocer con más exactitud la 

elevada complejidad molecular de este receptor en relación a la patología depresiva y poder 

confirmar el potencial que sus agonistas selectivos parecen poseer. 

3. NEUROGÉNESIS Y NEUROPLASTICIDAD 

 La neurogénesis en cerebro adulto de mamíferos 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. PROLIFERACIÓN HIPOCAMPAL 

 La zona subgranular está situada entre la capa granular y el hilus del giro dentado 

del hipocampo, y proporciona un microambiente único para las células madre neurales 

(neural stem cells, NSC). Este entorno conocido como nicho neurogénico, permite la 

proliferación de las NSCs, y fomenta su especificación y diferenciación 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 circuitería hipocampal (fig. 5). 

Las células madre del giro dentado del hipocampo o progenitoras neurales 

quiescentes (quiescet neural progenitors, QNPs), presentan una baja tasa de proliferación 

(Encinas et al, 2011), poseen características morfológicas de astroglía, y expresan 

marcadores característicos de los astrocitos, entre ellos la proteína fibrilar ácida de la glía 

(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 glía (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 proteína GFAP, que poseen mayor tasa de 

proliferación 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 características de neurona, denominándose 

neuroblastos (neuroblasts, NB) o células de tipo 3 (type 3 cells), las cuales no presentan 

actividad sináptica espontánea (Esposito et al, 2005), pero son tónicamente activadas por 

interneuronas GABAérgicas (Ge et al, 2006). Estos neuroblastos sufren un largo proceso 

de maduración hasta que se diferencian a neuronas, periodo durante el cual expresan el 

marcador específico de las neuronas inmaduras doblecortina (doublecortin, DCX) (Brandt 

et al, 2003; Couillard-Despres et al, 2005; Rao & Shetty, 2004). Durante el proceso de 

maduración los NBs, a la par que experimentan cambios en los procesos dendríticos a través 

de la capa granular del giro dentado, van perdiendo el marcador DCX y empiezan a expresar 

la proteína nuclear neuronal específica NeuN (neuronal nuclei). Una vez las neuronas 

alcanzan la madurez, presentan ya propiedades electrofisiológicas similares a las neuronas 

ya existentes en la circuitería (Encinas et al, 2006; Lucassen et al, 2010a; Vivar & van 

Praag, 2013). 

 Dentro de la neurogénesis adulta, existen dos hipótesis bien diferenciadas. Una de 

ellas propone una división 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 transformación de las QNPs en astrocitos (Encinas et al, 2011). La otra hipótesis, postula 

la existencia de divisiones asimétricas, así como de divisiones simétricas gracias a las 

cuales existiría una renovación ilimitada de estas células QNPs (denominadas por estos 

autores como células madre radiales gliales o radial glia-like stem cells, RGLs) (Bonaguidi 

et al, 2011). 



Introducción

34

Figura 5. Representación esquemática del proceso de división y diferenciación 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. Éstos 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 morfológico, proliferativo, 
y a través de los marcadores específicos que se expresan en cada estadio. GFAP, glial fibrillary 
acid protein; Sox2, Sex determining region (Y-box 2); BLBP, brain lipid-binding protein; SB100 ,
S100 Ca2

+-binding protein B; PSA-NCAM, polysialylated-neural cell adhesion molecule; Prox1, 
prospero-related homeobox gene; DCX, doublecortin. NeuN: neuronal nuclei. Tomado de Encinas 
et al. (2011). 

3.2. VÍAS IMPLICADAS EN PROLIFERACIÓN Y PLASTICIDAD 

En los últimos años se han propuesto varias vías de señalización implicadas en la 

proliferación y la plasticidad sinápticas, cuya actividad se encuentra disminuida en la 

patología depresiva, y aumentada tras el tratamiento crónico con fármacos antidepresivos 

de uso habitual en clínica, o nuevas moléculas con acción antidepresiva rápida (Pilar-

Cuellar et al, 2014; Vidal et al, 2011). Dos de estas vías de señalización más estudiadas, y 

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

3.2.1. VÍA WNT/ -CATENINA

 Esta vía de señalización se describió 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 implicación en la regulación génica de un amplio rango de procesos 

fisiológicos y patofisiológicos como son la formación sináptica (Bamji et al, 2003), la 

orientación axónica (Purro et al, 2008; Zaghetto et al, 2007), la morfogénesis dendrítica 

(Gao et al, 2007; Yu & Malenka, 2003), la formación hipocampal (Galceran et al, 2000; 

Zhou et al, 2004), la supervivencia celular (Moon et al, 2002), y la proliferación y 

diferenciación de las NSCs durante el desarrollo neural (Ciani & Salinas, 2005; Li et al, 

2005; Lyashenko et al, 2011). 

 La vía canónica de señalización de Wnt, dependiente de -catenina (fig. 6), se activa 

tras la unión de los ligandos Wnt a los receptores Frizzled y a las lipoproteínas de baja 

densidad relacionadas con el receptor (low density lipoprotein receptor-related protein,

LRP5/6) que actúan como co-receptores. El receptor Frizzled recluta a la proteína 

citoplasmática Dishevelled (Dsh) (Moon et al, 1997), que junto al complejo Frizzled-

LRP5/6 forman el complejo de señalización Wnt (Bilic et al, 2007). Este complejo a través 

de Dsh, se une al complejo de destrucción axin/APC/GSK-3  (Adenomatous Polyposis 

Coli; Glycogen Synthase Kinase-3 ), inhibiendo así la actividad de GSK-3  (Zeng et al, 

2008), lo que permite la estabilización de -catenina en el citoplasma y su posterior 

translocación al núcleo, paso esencial para la activación de la vía (Logan & Nusse, 2004). 

Una vez la proteína ha alcanzado el núcleo, forma complejos con los factores de 

transcripción de células T y el factor potenciador linfoide (T-cell factor/lymphoid enhancer 

factor, TCF/LEF) para inducir la expresión de los genes diana de la vía. 

 Por otro lado, en ausencia de ligandos Wnt, la forma libre de -catenina en el 

citoplasma tiene una vida muy corta, ya que rápidamente es “secuestrada” y su 

funcionalidad bloqueada por el complejo de destrucción formado por Axin, APC, GSK-3

y la quinasa CK1  (casein kinase 1 ) (Yost et al, 1996), que fosforila -catenina en la serina 

45 (Ser45) para su degradación en el proteosoma (Aberle et al, 1997; Li et al, 1999). 

Posteriormente GSK-3 , fosforila a la proteína 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 proteína ha sufrido dichas fosforilaciones, es liberada del 

complejo de destrucción y reconocida por -TrCp presente en la maquinaria de 

ubiquitinación donde -catenina es degradada por el proteosoma 26S (Hart et al, 1999). 



Introducción

36

Figura 6. Señalización de la vía canónica de Wnt/ -catenina. a) La ausencia de ligandos Wnt 
conlleva la degradación de -catenina por el proteosoma. b) La activación de la vía induce la 
estabilización de -catenina, su translocación al núcleo, y la posterior expresión de genes 
específicos de la vía. APC, adenomatous polyposis coli; -cat, -catenina; CBP, CREB-binding
protein; CK, caseina quinasa; DKK, Dickkopf; DSH, Dishevelled; GSK-3 , glucógeno sintasa 
quinasa-3 ; GBP, GSK3-binding protein; LRP, LDL receptor-related protein; sFRP, secreted 
Frizzled-related protein; TCF, T-cell factor. Tomado de Moon et al. (2004). 

-catenina 

-catenina, el principal efector de la vía canónica de Wnt, realiza dos funciones: i) 

una reguladora en el citoplasma y núcleo, y ii) otra funcional a nivel de membrana mediado 

por su interacción con las cadherinas (Sadot et al, 1998). Por ello su regulación debe ser 

muy ajustada. 

En humano, -catenina es una proteína formada por 781 aminoácidos, presentando 

una parte central rígida formada por 12 repeticiones imperfectas de la proteína Armadillo. 

Además 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 proteína sea funcional en su papel regulador, pero no necesaria para 

su función estructural (Xing et al, 2008). En las repeticiones (R) de la proteína Armadillo 

R3-R9, se encuentran los lugares de unión de las diversas proteínas que interactúan con -

catenina en forma mutuamente excluyente. Las principales proteínas que interaccionan con 
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-catenina son las cadherinas, los factores de transcripción TCF/LEF, o la proteína APC 

(Valenta et al, 2012). Así, dependiendo de la conformación de la proteína -catenina, las 

diversas proteínas con las que interactúa tendrán la opción de unirse o no (Gottardi & 

Gumbiner, 2004). 

a) Papel de -catenina en señalización celular 

 Después de la activación de la vía de Wnt/ -catenina, y la acumulación de -

catenina en el citoplasma, esta proteína se transloca al núcleo para poder ejercer sus 

funciones como efectora de la vía. A pesar de no poseer señales de localización nuclear o 

de exportación al núcleo, la proteína se ha dotado de diversos mecanismos, entre ellos, la 

interacción con complejos proteicos del poro nuclear que median su entrada y salida del 

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

 La vía de señalización de Wnt/GSK-3 / -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 proteínas Wnt, que podrían estar jugando un papel autocrino, regulando así 

desde el propio nicho neurogénico la proliferación, empleando para ello la vía canónica de 

Wnt (Lie et al, 2005; Wexler et al, 2009). En los últimos años se ha conocido más en 

profundidad la participación de la vía en las diferentes etapas que conforman la 

neurogénesis como son la autorenovación, proliferación, diferenciación, maduración e 

integración neuronal (Hussaini et al, 2014), indicando la importancia de su efector 

principal, -catenina, en los procesos neurogénicos y neuroplásticos.

b) Papel de -catenina en adhesión celular 

 Aparte de la función como reguladora de la expresión de genes específicos de la vía 

de Wnt, varios trabajos describen el papel de la -catenina a nivel de membrana, a través 

de su interacción con las cadherinas, participando así en el remodelaje del citoesqueleto 

(Gumbiner, 1996). Las cadherinas son las principales moléculas dependientes de Ca2+

responsables de las uniones célula-célula, hecho importantísimo en el reconocimiento y 

organización celular durante el desarrollo (Gumbiner, 1996).  

 Sólo cuando -catenina se encuentra en conformación abierta es capaz de unirse a 

-catenina formando heterodímeros (Drees et al, 2005; Yamada et al, 2005), y favoreciendo 

así su unión con moléculas de adhesión (Brembeck et al, 2004). A pesar de que esta unión 
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está favorecida por la alta afinidad entre estas moléculas, capturando así a -catenina del 

citoplasma hacia la membrana (Heuberger & Birchmeier, 2010), la unión N-cadherina/ -

catenina es muy dinámica. De esta manera, -catenina se libera de los complejos de 

adhesión celular, favoreciéndose así su función como molécula señalizadora de la vía de 

Wnt, dependiendo de las demandas biológicas (Maretzky et al, 2005; Reiss et al, 2005). Es 

de destacar la presencia de los complejos N-cadherina/ -catenina en el ensamblaje 

sináptico, donde interviene en el reclutamiento de las vesículas sinápticas aproximándolas 

a la zona de liberación de los neurotransmisores (Bamji et al, 2003; Iwai et al, 2002; 

Jungling et al, 2006). A nivel de arborización dendrítica, el complejo N-cadherina/ -

catenina también está implicado tanto en la regulación de la morfología de las espinas, 

como en la función sináptica hipocampal (Okuda et al, 2007), por lo que -catenina juega 

un importante papel en la modulación de procesos de neuroplasticidad sináptica en cerebro 

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

-catenina y los trastornos del estado del ánimo 

 Varias enfermedades psiquiátricas y neurodegenerativas presentan alteraciones en 

la actividad de la vía de Wnt/ -catenina (Hussaini et al, 2014). Concretamente, estudios en 

muestras postmortem de corteza frontal de pacientes deprimidos mostraron una reducción 

en los niveles de -catenina (Karege et al, 2012b; Pilar-Cuellar et al, 2014). La presencia 

de alteraciones en los efectores de la vía, se apoya también en estudios preclínicos. Modelos 

animales de depresión, como los basados en estrés crónico, muestran un aumento en la 

actividad GSK-3  (Liu et al, 2012), y una disminución de -catenina en dos de las áreas 

cerebrales más estudiadas en relación a la patología, la corteza prefrontal medial (Chen et 

al, 2012), y el hipocampo (Liu et al, 2012), en línea con lo observado en los cerebros de 

sujetos deprimidos. 

Aproximaciones genéticas que intentan simular la disminución 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). Además, animales que 

sobreexpresan GSK-3 , y que por tanto tienen la activación de la vía de Wnt/ -catenina

disminuida, también muestran una conducta de tipo depresiva (Polter et al, 2010). El 
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bloqueo de la inhibición de GSK-3  está asociado además a una disminución en la 

proliferación 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). Además, tras la administración crónica de antidepresivos, el aumento de la 

neurogénesis hipocampal como consecuencia del tratamiento está atenuado (Eom & Jope, 

2009).

 Por el contrario, en los últimos años se ha demostrado como el efecto antidepresivo 

está mediado, en parte, por la activación de la vía de Wnt/ -catenina. Diferentes 

tratamientos como la terapia electroconvulsiva (electroconvulsive therapy, ECT) (Madsen 

et al, 2003), la administración crónica de fármacos antidepresivos (Liu et al, 2012; Mostany 

et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012), o el tratamiento subcrónico con el agonista del 

receptor 5-HT4 RS67,333 (Pascual-Brazo et al, 2012), incluso el tratamiento con 

estabilizadores del ánimo (Wexler et al, 2008), promueven un incremento de los niveles de 

-catenina en la SGZ del giro dentado del hipocampo. Este incremento de -catenina se 

corresponde con la inhibición de la proteína GSK-3  (Gould et al, 2004b; Kaidanovich-

Beilin et al, 2004; Madsen et al, 2003; Wada, 2009). Las células inmunopositivas para -

catenina colocalizan en la SGZ del hipocampo con marcadores de proliferación (Madsen et 

al, 2003; Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012), correlacionándose la 

hiperactivación de la vía canónica de Wnt/ -catenina tras tratamientos con fármacos 

antidepresivos, con un aumento en la proliferación hipocampal (Garza et al, 2012; Mostany 

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

 En animales transgénicos, la expresión 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 inhibición de GSK-3  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 ánimo (Jope & Bijur, 

2002).

 La mayoría de trabajos que se centran en el estudio tanto del estado de la vía de 

Wnt/ -catenina en la patofisiología, como en el mecanismo de acción de los fármacos 

antidepresivos, lo hacen a través del análisis de -catenina y su principal inhibidor GSK-

3 . No debemos olvidar que cualquier otro componente que regule de forma directa o 

indirecta la actividad de la vía, puede encontrarse alterado en la patología confiriendo 
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susceptibilidad, o por el contrario, resistencia a esta. Por ello, está adquiriendo gran 

importancia el estudio de los distintos efectores de la vía. De hecho, ya se empiezan a 

conocer los efectos antidepresivos de la sobreexpresión de Wnt2 y Wnt3 en hipocampo

(Zhou et al, 2016), o cómo la inducción del antagonista de la vía Dickkopf-1 (Dkk-1) está 

implicado en el daño hipocampal inducido por estrés (Matrisciano et al, 2011). Estos datos 

demuestran por un lado la importancia de la vía en la patología depresiva, y por otro, cómo 

dentro de esta cascada de señalización mediada por Wnt, existen diferentes puntos 

potenciales de intervención terapéutica. 

3.2.2. VÍA DE mTOR 

 En los últimos años se ha descrito la implicación de la vía de señalización de mTOR, 

como mediadora en el efecto antidepresivo rápido de la ketamina (Li et al, 2010a; Li et al, 

2011). Esta vía está implicada en la regulación del crecimiento, la proliferación y la 

plasticidad sináptica, principalmente regulando la traducción de proteínas (Hay & 

Sonenberg, 2004). 

 mTOR es una proteína quinasa de serina/treonina, descrita por primera vez en 

levaduras como la diana farmacológica del microbicida rapamicina (Heitman et al, 1991). 

En mamíferos, existen al menos dos complejos multiproteicos diferentes, mTORC1 y 

mTORC2 (Guertin & Sabatini, 2007), evolutivamente conservados desde levaduras a 

mamíferos (Loewith et al, 2002), y que controlan varios aspectos de la fisiología celular. 

mTORC1, la principal diana de la rapamicina, se ha relacionado con la regulación positiva 

del crecimiento, proliferación y supervivencia celular a nivel de traducción proteica, 

modulación de la energía y de la autofagia en respuesta a estrés, mitógenos o factores de 

crecimiento (Harwood et al, 2008; Laplante & Sabatini, 2009; Takahara et al, 2006). En 

cambio, mTORC2 se relaciona más con la organización del citoesqueleto (Jacinto et al, 

2004), aunque también está implicada en la regulación del ciclo celular, metabolismo y 

proliferación a través de la activación de Akt (Laplante & Sabatini, 2009; Sarbassov et al, 

2004).

 Dentro del SNC, varios estudios demuestran como la vía de mTOR es un punto de 

conjunción muy importante en la señalización intracelular, ya que se encuentra regulada 

por un amplio número de mecanismos (Swiech et al, 2008). No es pues de extrañar su 
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implicación tanto en procesos fisiológicos como patológicos del sistema nervioso central. 

En las neuronas, la activación de mTORC1 desencadena la fosforilación de varios efectores 

por debajo en la vía, como la proteína p70S6K (ribosomal S6 kinase 1), o la proteína 4EBP1 

(eukariotic translation initiation factor 4E-binding protein) (Hoeffer & Klann, 2010) (fig. 

7). En cultivos celulares procedentes de hipocampo, estas proteínas se han localizado en el 

cuerpo o soma celular, en las dendritas y de forma específica, en las sinapsis, donde 

colocaliza con la proteína PSD95 (postsynaptic density protein-95), sugiriendo una 

localización postsináptica de la vía (Tang et al, 2002). Las proteínas sintetizadas tras la 

activación de la vía de mTOR, como las proteínas postsinápticas PSD95, la subunidad 

GluR1 del receptor AMPA, y las proteínas de localización presináptica sinapsina 1, o la 

proteína 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 sináptica como la formación, maduración y 

funcionalidad de las nuevas espinas dendríticas (Li et al, 2010a), procesos de memoria 

(Hoeffer & Klann, 2010), o potenciación a largo plazo (long term potentiation, LTP) 

(Cammalleri et al, 2003; Tang et al, 2002). 

 Actualmente, la señalización a través de la vía de mTOR está considerada como una 

nueva diana terapéutica para el tratamiento de los trastornos afectivos. La administración 

de ketamina en pacientes resistentes a los tratamientos antidepresivos convencionales, 

mostraron una mejoría rápida de los síntomas depresivos, tras solo 2 horas de la 

administración, 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 diseñar nuevos fármacos antidepresivos más rápidos y eficaces que los 

actuales. Este efecto antidepresivo de acción rápida y sostenida de los antagonistas del 

receptor NMDA de glutamato como la ketamina, está mediado por la activación de la vía 

de mTOR, ya que el efecto desaparece tras la administración previa de rapamicina, 

inhibidor específico de la vía (Li et al, 2010a). De forma contraria, la administración 

subcrónica de rapamicina en ratones, también muestra efectos antidepresivos (Cleary et al, 

2008). La participación de la vía de mTOR en las bases neurobiológicas de la patología 

depresiva se describió en un estudio en cerebro humano postmortem de sujetos 

diagnosticados de depresión, donde se mostró una disminución 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 últimos años, una gran variedad de compuestos reguladores de la 

neurotransmisión glutamatérgica y de su homeostasis, se han utilizado para esclarecer los 

mecanismos de la acción antidepresiva rápida 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 metabotrópicos 

de glutamato del grupo II (mGlu2/3) como MGS0039 y LY341495 (Koike et al, 2011).  

En la búsqueda de los mecanismos que subyacen al efecto antidepresivo rápido, se 

ha demostrado que la activación de la vía 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 comentó previamente, los 

moduladores positivos de este receptor, el cual posee un importante papel en la plasticidad 

sináptica (Turrigiano, 2011), presentan un elevado potencial antidepresivo, encontrándose 

un compuesto modulador AMPA en fase II del desarrollo clínico en humanos (Nations et 

al, 2012). Otros resultados apuntan que el BDNF también juega un papel muy importante 

en esta respuesta antidepresiva rápida (Autry et al, 2011). Además, en animales que 

presentan el polimorfismo en el gen del factor neurotrófico Val66Met, los efectos 

antidepresivos y sinaptogénicos de la ketamina no se observan (Chen et al, 2006), apoyando 

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

Juntando las evidencias anteriores, el mecanismo de acción postulado a través del 

cual la ketamina, es capaz de inducir un efecto antidepresivo rápido 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), provoría una 

desinhibición de la transmisión glutamatérgica. Esta liberación de glutamato estimularía 

los receptores AMPA, que a su vez activarían 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 liberación de BDNF (Hoeffer & Klann, 2010). La unión de esta 

neurotrofina a su receptor TrkB, conlleva la activación de diferentes vías de señalización 

cuyos efectores Akt o ERK pueden fosforilar y activar a mTOR, iniciando la síntesis de 

proteínas sinápticas (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 acción antidepresiva de la ketamina. La 
neurotransmisión y señalización intracelular tras el antagonismo del receptor NMDA, estimula 
mTOR y promueve la sinaptogénesis. Tomado de Duman & Voleti (2012). 

4. CIRCUITOS CEREBRALES IMPLICADOS EN 

DEPRESIÓN MAYOR 

 La circuitería neuronal que regula los estados de ánimo (fig. 8) es una compleja red 

de neuronas agrupadas en diversas áreas. Estas diferentes regiones tienen que ser 

consideradas como un todo ya que su información y funcionalidad, finamente reguladas 

por cambios sinápticos (Zhang & Poo, 2001), se encuentran altamente solapadas e 

interconectadas.

Las técnicas de neruoimagen más utilizadas en la actualidad, con el objetivo de 

detectar anomalías de la actividad a nivel de circuitería, 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 oxígeno, la 

electroencefalografía (EEG) y la magnetoencefalografía (MEG). Por otro lado, la MRI es 

más utilizada para determinar cambios en la morfología y composición del área de estudio. 



Introducción

44

Tradicionalmente, las regiones más estudiadas por su implicación en los procesos 

afectivos, de memoria o de cognición, han sido las regiones frontales de la corteza cerebral,

el hipocampo, y la amígdala (Otte et al, 2016). Los resultados obtenidos describiendo el 

incremento de la conectividad y activación de la amígdala (Hamilton et al, 2012) son los 

más reproducibles dentro de la depresión mayor.  

Figura 8. Circuitería neuronal de la depresión. La imagen muestra de forma simplificada, la 
circuitería neuronal propuesta que modula el estado de ánimo y las áreas que han sido foco de 
estudio por encontrarse alteradas en este trastorno. PFC, corteza prefrontal; NAc, núcleo 
accumbens; HP, hipocampo; Amy, amígdala; VTA, área tegmental ventral; Hypo, hipotálamo;
DR; rafe dorsal; LC, locus coeruleus; NEergic, sistema noradrenérgico; 5-HTergic, sistema 
serotonérgico. Tomado de Nestler (2015).  

 Alteraciones a nivel celular como atrofia dendrítica, pérdidas neuronales y/o gliales 

en la PFCx, se han asociado a los trastornos del estado de ánimo tanto en humano como en 

modelos animales (Krishnan & Nestler, 2008; Pittenger & Duman, 2008). En relación a 

estos datos, a través de estudios de neuroimagen, se ha observado en pacientes 

diagnosticados con depresión, una disminución en la actividad de esta área (Price & 

Drevets, 2010). Los efectos que la ketamina tiene en esta región cerebral, son opuestos a 

los déficits como la disminución y funcionalidad de las espinas dendríticas que se observan 

tras la exposición al estrés, contribuyendo así al efecto antidepresivo (Li et al, 2010a). La 

gran mayoría de estudios preclínicos, realizados en torno a la acción antidepresiva de la 

ketamina y otros compuestos reguladores de la transmisión glutamatérgica, se centran en 

la mPFCx. La importancia de la corteza infralímbica, parte ventral de la mPFCx, en el 
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efecto antidepresivo, se había descrito previamente tras su elección como una de las 

regiones para el uso de la DBS (Hamani et al, 2010; Veerakumar et al, 2014). Además, 

Fuchikami y colaboradores (2015), describen como el efecto antidepresivo rápido y 

sostenido tras la administración local de ketamina o la estimulación mediante optogenética, 

no es característico de toda la mPFCx, sino de la corteza infralímbica, no observándose 

efectos antidepresivos en la corteza prelímbica.

 El trabajo de Veerakumar et al. (2014), muestra como la estimulación crónica de la 

corteza infralímbica induce una reversión de la plasticidad sináptica del núcleo dorsal del 

rafe de los animales, la cual había disminuido tras la inducción de un modelo animal de 

depresión (chronic social defeat) (Veerakumar et al, 2014). Estos resultados son un claro 

ejemplo de las comunicaciones existentes entre las diversas estructuras implicadas en la 

patología. Concretamente, el eje mPFCx-DRN, que tiene una regulación 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 implicación de ambas áreas en la patofisiología del trastorno 

depresivo y en los mecanismos de acción antidepresiva. 

 Por otra parte, estudios preclínicos muestran cómo el hipocampo, de la misma forma 

que la PFCx, es altamente susceptible al estrés, debido a su elevada implicación en procesos 

de neuroplasticidad, y su directa relación con los glucocorticoides, donde sus receptores 

están altamente expresados (Banasr & Duman, 2007; Gould & Tanapat, 1999; Sapolsky, 

1990). Estudios de neuroimagen revelan, en pacientes deprimidos, una disminución del 

volumen hipocampal (Campbell et al, 2004; McKinnon et al, 2009). Este hecho se ha 

asociado con la enfermedad, más que con un marcador de vulnerabilidad, debido a la 

correlación existente entre la disminución de volumen, y la duración y número 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 volúmenes reducidos con un 

mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (MacMaster et al, 2008). Esto obliga a la 

realización de más estudios para concretar si las variaciones del volumen hipocampal serían 

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 vía 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 patología depresiva (Andrews & Thomson, 

2009). Esta red neuronal es de gran interés para el estudio de las limitaciones cognitivas y 

emocionales presentes de manera más evidente en algunos grupos de pacientes. Estos 

síntomas pueden coexistir con otros como la anhedonia, la disminución de la motivación 

y/o la energía. Es por ello que estructuras límbicas y sus conexiones, que constituyen y 

regulan el sistema cerebral de la recompensa, también han captado la atención de los 

investigadores por su estrecha relación con la depresión y los trastornos relacionados con 

el estrés (Nestler, 2015) 

5. MODELOS ANIMALES DE DEPRESIÓN

 Uno de los principales problemas en investigación básica dentro de los trastornos 

mentales es la falta de modelos animales apropiados (Nestler & Hyman, 2010). Mientras 

en clínica se diagnostica la patología mediante un amplio espectro de síntomas presentes 

en los pacientes, muchos de ellos subjetivos, en los modelos animales sólo podemos 

analizar objetivamente un pequeño número signos. Actualmente, se está produciendo una 

transición desde los modelos clásicos a modelos genéticos basados en los hallazgos 

procedentes de la investigaciones básica, pretendiendo modelar los endofenotipos presentes 

en los pacientes (Slattery & Cryan, 2014). Estos enfoques están permitiendo un mejor 

entendimiento de las bases neurobiológicas y genéticas de estos trastornos, a la vez que 

proporcionan una mejor traslacionalidad de dichos modelos, facilitando así el hallazgo de 

nuevas dianas terapéuticas.

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

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

i) validez etiológica o de constructo: con ella se consigue representar en el animal 

las posibles causas genéticas, ambientales o la interacción entre ellas, asociadas 

al desarrollo de la patología. Este punto es complicado debido a la ausencia de 

factores de riesgo genéticos consistentes en humanos. 

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

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

fármacos presentan en la condición humana alcanzará esta característica. 

Figura 9. Modelos animales en investigación preclínica. Características propuestas para generar un 
modelo animal de depresión 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 clásicos de depresión debido a su elevada validez predictiva. Entre ellos podemos 

encontrar:

Test de la natación forzada (Forced Swimming Test, FST) y test de la 

suspensión de la cola (Tail Suspension Test, TST): mediante estos modelos se 

determina la desesperación del animal cuando es sometido a una situación 

estresante inevitable. El animal en esta situación adopta una postura inmóvil la 

cual disminuye tras la administración aguda de un fármaco o compuesto con 

actividad antidepresiva (Porsolt et al, 1977; Thierry et al, 1986).

Modelo por estrés crónico suave inpredecible (Chronic Unpredictable Mild 

Stress, CUMS): este modelo se originó tras observar que la aplicación de 
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diferentes tipos de estrés severo en animales, provocaba un estado anhedónico 

(Katz et al, 1981). Disminuyendo la severidad y aumentando el tiempo de 

exposición al estrés, se originó el modelo animal del CUMS. El hecho de que los 

síntomas presentes, normalmente determinados por la anhedonia, se reviertan tras 

la administración crónica de antidepresivos clásicos, confieren a este modelo una 

gran utilidad. Recientemente, se ha descrito como la administración aguda de 

ketamina también revierte el estado de tipo depresivo característico de este modelo 

(Li et al, 2011). 

Bulbectomía olfatoria: la eliminación de los bulbos olfatorios provoca 

alteraciones tanto neuroquímicas como conductuales (Cryan et al, 2002), siendo 

la hiperactividad locomotora en el test de campo abierto el rasgo más 

característico. La administración crónica de fármacos antidepresivos clásicos 

revierte estos cambios, aunque otros agonistas serotonérgicos, como el agonista 5-

HT4 RS67,333, revierten el fenotipo en tratamientos subcrónicos (Lucas et al, 

2007; Mnie-Filali et al, 2011). 

Administración crónica de corticosterona: este modelo, a través de la 

administración crónica de corticosterona en el agua de bebida (David et al, 2009), 

simula la hiperactividad del eje HPA observada en sujetos diagnosticados de 

depresión mayor o en modelos animales de estrés crónico. El modelo induce 

cambios conductuales de tipo depresivo y anhedonia, los cuales son revertidos tras 

la administración crónica de antidepresivos (David et al, 2009). 

 Como ya hemos comentado anteriormente, mediante manipulación genética se han 

diseñado diferentes modelos animales de depresión para diseñar modelos con mejor validez 

de constructo, basándose en el estudio de ciertos síntomas clínicos como la anhedonia. 

Estudiar un trastorno heterogéneo como la depresión, mediante el análisis individualizado 

de sus diferentes componentes, ayuda a comprender de forma más precisa las bases 

neurobiológicas que subyacen a los síntomas de la enfermedad, así como el tratamiento de 

sus síntomas específicos. Esto sin embargo, puede resultar en aproximaciones terapéuticas 

novedosas que no sean fácilmente trasladables a la clínica 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, importantísimos en 

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

precisa la situación presente en la clínica (Slattery & Cryan, 2014). 

 Mediante todos los avances conseguidos durante los años 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 patología 

depresiva. Algunos de ellos incluyen alteraciones de la funcionalidad sináptica (Duman & 

Aghajanian, 2012), y neurogénesis (Chattarji et al, 2015), mecanismo epigenéticos (Sun et 

al, 2013), mecanismos inmunes (hipótesis 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 investigación biomédica en depresión mayor es la 

búsqueda de mejores tratamientos para los pacientes. Es indiscutible que tras décadas de 

trabajos fructíferos en referencia a la neurobiología de la depresión, así como a los 

mecanismos de acción de los fármacos 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 características clínicas comunes a otras 

enfermedades psiquiátricas, puede resultar en un diagnóstico erróneo por lo que 

posiblemente, el tratamiento no será efectivo. Definiendo el diagnóstico en base a criterios 

genéticos, de neuroimagen, o las experiencias vividas por el sujeto (ambientales) entre 

otros, además del diagnóstico clínico, se conseguiría distinguir los diferentes endofenotipos 

patológicos que engloba la enfermedad pudiendo así realizar un tratamiento más específico. 

 Como ya se comentó, la investigación farmacológica en el trastorno depresivo, 

actualmente se centra en el sistema glutamatérgico. El estudio en profundidad de las nuevas 

hipótesis etiológicas como es la inflamatoria, y sus posibles conexiones con las teorías más 

clásicas de esta enfermedad, favorecerá la aparición de nuevas dianas terapéuticas sobre las 

cuales poder trabajar y por qué no, poder diseñar nuevos compuestos con potencial 

antidepresivo más eficaz que los que existen actualmente en clínica. 
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La depresión mayor es una enfermedad de causa aún desconocida, habiéndose 

postulado como mecanismos asociados a su etiopatogenia la desregulación de sistemas de 

neurotransmisión como los monoaminérgicos, y de la proliferación/neuroplasticidad. Los 

factores neurotróficos, entre ellos el BDNF, así como diversas vías de señalización 

intracelulares como Wnt/ -catenina y mTOR, han comenzado a ser estudiados en 

profundidad con el objetivo de caracterizar tanto su papel en modelos animales de 

depresión, como su modulación por los tratamientos con antidepresivos. Dado que la 

principal limitación de los antidepresivos actuales es su retraso en el efecto, la búsqueda de 

nuevas dianas moleculares en base a las cuales diseñar fármacos antidepresivos más rápidos 

y eficaces que los actuales, es uno de los grandes retos de la Neuropsicofarmacología. En 

este sentido, las vías implicadas en proliferación y plasticidad neuronal presentan un gran 

potencial. 

Este trabajo pretende investigar en detalle el papel de las vías de señalización de 

Wnt/ -catenina y de mTOR en la patología depresiva. Para ello hemos eliminado o 

estabilizado la actividad de estas vías, en áreas biológicamente relevantes en la 

etiopatogenia de la depresión, así como en el efecto antidepresivo. El estudio de la vía de 

Wnt/ -catenina, se realizó en el hipocampo, estructura en la que se han descrito 

modificaciones de los niveles de -catenina asociados tanto a la enfermedad, como al 

tratamiento antidepresivo. Por otro lado, el estudio de la vía de mTOR se realizó en la 

corteza prefrontal medial, y específicamente en la corteza infralímbica por poseer un papel 

crucial en esta patología, y en el efecto de antidepresivos rápidos. En ambos casos, se 

estudió no solo el efecto conductual sobre parámetros de ansiedad/depresión, sino sus 

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

Los objetivos concretos de este trabajo de tesis fueron: 

1. Estudiar el efecto conductual, molecular y neuroquímico de la eliminación de -catenina 

en la capa subgranular del giro dentado del hipocampo, incluyendo: 

a. Caracterización conductual en paradigmas de depresión y ansiedad. 

b. Evaluación de marcadores de proliferación y plasticidad hipocampales. 

c. Estudio de diferentes elementos del sistema serotonérgico. 
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d. Estudio del efecto del tratamiento con fármacos antidepresivos sobre este 

animal. 

2. Estudiar el efecto conductual, molecular y neuroquímico de la estabilización de -

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

a. Caracterización conductual en paradigmas de depresión y ansiedad. 

b. Evaluación de marcadores de proliferación y plasticidad hipocampales. 

c. Estudio de diferentes elementos del sistema serotonérgico. 

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

3. Caracterizar conductual, neuroquímica y molecularmente los resultados del 

silenciamiento de mTOR en corteza infralímbica. Esta caracterización incluye: 

a. Caracterización conductual en paradigmas de depresión y ansiedad. 

b. Evaluación de marcadores de proliferación y plasticidad hipocampales, y 

activación neuronal. 

c. Estudio de elementos del sistema serotonérgico. 

4. Evaluar el estado de la vía de mTOR en muestras humanas postmortem de corteza

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

a. Estudio de los niveles de proteínas de la vía de mTOR, así como de su nivel 

de activación. 

b. Estudio de los niveles de expresión del mRNA de componentes de la vía de 

mTOR. 
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1. ANIMALES Y MUESTRAS POSTMORTEM HUMANAS 

 Los animales empleados en este trabajo, fueron estabulados en grupo y mantenidos 

en condiciones estándar (ciclo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, 22±1ºC de temperatura, 

humedad relativa del 60-70%), con acceso ad libitum tanto a bebida como a comida, 

exceptuando el día previo a la realización 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 Protección animal para el uso experimental y otros propósitos (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 TRANSGÉNICOS CONDICIONALES PARA -

CATENINA 

 Para los estudios relacionados con la proteína -catenina, se utilizaron dos líneas de 

animales transgénicos condicionales: animales en los que se eliminó -catenina (cKO) y 

animales en los que se estabilizó esta proteína (cST). Los animales utilizados fueron 

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

 

1.1.1. GENERACIÓN DE LOS ANIMALES TRANSGÉNICOS 

 Los animales transgénicos GLAST-Cre, donde la expresión 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 Götz (Universidad de Munich, Alemania) (Mori et al, 2006), y mantenidos 

como heterocigotos en la cepa C57BL/6. La deleción específica de lugar está mediada por 

la enzima Cre recombinasa, que reconoce y corta en regiones específicas loxP. En nuestro 

caso está expresada bajo la acción del promotor GLAST (Mori et al, 2006), provocando 

que nuestro gen de interés pueda inactivarse o expresarse de manera específica en el tejido 

deseado. Esta enzima está fusionada a su vez a un dominio mutado de unión de hormona 
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del receptor de estrógenos (ER), por lo que el transgénico condicional también se controla 

en el tiempo, induciendo el sistema CreER mediante la administración del análogo de 

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

 Para la generación de los animales cKO para -catenina, se utilizaron ratones con 

el gen de la -catenina flanqueado por secuencias loxP (Ctnnb1flox/flox) (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(ex3)Fl/Fl), fueron generosamente cedidos por el Prof. 

Makoto Mark Taketo (Universidad de Kyoto, Japón). En estos animales el exón 3 del gen 

de la -catenina (Ctnnb1) —donde se localizan los sitios de fosforilación para GSK-3 , 

residuo que marca a -catenina para su degradación—, se encuentra flanqueado por sitios 

loxP (Hallpike & Rawdon-Smith, 1934; Harada et al, 1999). La recombinación inducida de 

GLAST-Cre conduce a la pérdida de este exón en las células progenitoras hipocampales y 

por consiguiente a la estabilización de la proteína imitando la señalización constitutiva de 

la vía de Wnt (Barth et al, 1997). 

Los animales con los sitios loxP (Ctnnb1flox/flox y Ctnnb1(ex3)Fl/Fl) fueron cruzados 

con los animales GLAST-Cre. Para la generación de los animales transgénicos 

condicionales (cKO y cST), se administró tamoxifeno 1 mg/día (disuelto en aceite de maíz 

a 37ºC), dos veces al día, durante 5 días (Mori et al, 2006), con el objetivo de inducir la 

expresión de la enzima Cre recombinasa. Los animales control recibieron aceite de maíz. 

Tras la inducción del animal transgénico condicional, se esperó un periodo de 4 semanas 

hasta el comienzo de las pruebas conductuales o neuroquímicas. Mediante esta estrategia, 

se obtienen animales en los que se eliminó (cKO) o se estabilizó (cST) -catenina en células 

positivas para la proteína GLAST.  

Ratones portadores del alelo reportero R26R LacZ se utilizaron para comprobar la 

eficiencia de la recombinación inducible de la Cre recombinasa en el cerebro de los ratones 

GLAST-Cre (Soriano, 1999). 
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1.1.2. GENOTIPADO  

 EXTRACCIÓN 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 mezcló con 400 μl de tail buffer (Tris 10 mM 

pH=8,3, EDTA 50 mM, NaCl 100 mM, SDS 0,5%) y 15 μl de proteinasa K. La mezcla se 

incubó durante toda la noche a 55ºC y al día siguiente, se añadieron 330 μl de tail buffer 

mezclándose manualmente la solución durante 2 min, tras los cuales se añadieron 250 μl 

de NaCl 6M y se volvieron a mezclar manualmente durante unos segundos. A continuación, 

las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente durante 10 min a 15.700 x g. 750 μl 

del sobrenadante se mezclaron con 500 μl isopropanol durante 2 min volviéndose a 

centrifugar durante 10 min a 4ºC y 15.700 x g. Descartamos el sobrenadante y añadimos 1 

mL de etanol al 70%. Esta mezcla se centrifugó durante 5 min a 4ºC a 15.700 x g. Tras la 

centrifugación, eliminamos completamente el etanol y las muestras se dejaron secar a 

temperatura ambiente durante 1 h. Finalmente, se añadieron 500 μl de TE buffer (Tris 10 

mM pH=8,3 y EDTA 1 mM), dejando incubar la mezcla a 55ºC durante 20 min, tras los 

cuales el DNA extraído se almacenó a -20ºC hasta su utilización. 

 AMPLIFICACIÓN POR PCR 

 La amplificación selectiva de los fragmentos de DNA correspondientes a nuestros 

genes diana, se realizó mediante la reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain 

reaction, PCR), y fueron detectados según su tamaño mediante electroforesis en gel de 

agarosa. A continuación, se especifican los protocolos que se siguieron para cada una de 

las líneas utilizadas en esta tesis. 

 a) Ratones GLAST-Cre 

 En estos animales se determinó la expresión de GLAST mediante los siguientes 

primers: GLAST (forward): 5’-GAGGCACTTGGCTAGGCTCTGAGGA-3’ y GLAST 

(reverse): 5’-GAGGAGATCCTGACCGATCAGTTGG-3’. Por otro lado, para la 

amplificación de Cre se utilizó el primer: 5’-GGTGTACGGTCAGTAAATTGGACAT-3’. 

El resultado de la amplificación proporciona una banda de 700 pares de bases (pb) 

correspondiente a los animales wildtype (-/-) y dos productos de amplificación, de 700 y 

400 pb, para el animal trangénico (+/-). Cada mezcla de PCR contenía: 0,3 μl de cada 

primer (0,4 μM), 7,5 μl 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 μl del DNA extraído y 4,7 μl de agua extrapura Milli-Q®. La reacción 

tuvo lugar en un termociclador (2720 Applied Biosystems, California, EEUU), bajo las 

siguientes condiciones: un primer ciclo de 2 min a 94ºC; un segundo ciclo (x 35 

repeticiones) de 2 s a 94ºC, 20 s a 55ºC y 30 s a 72ºC; por último, un tercer ciclo de 5 min 

a 72ºC manteniendo las muestras a 4ºC tras su finalización. 

b) Ratones Ctnnb1flox/flox 

 En este caso, para la comprobación de los productos de PCR procedentes del DNA 

de animales en los que se encuentra el gen de la -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 específicas de PCR fueron 

las siguientes: 0,75 μl de cada primer (1 μM), 7,5 μl 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 μl del DNA extraído y 5 μl de agua 

extrapura Milli-Q®. La reacción tuvo lugar en un termociclador (2720 Applied Biosystems, 

California, EEUU), bajo las siguientes condiciones: un primer ciclo de 1,5 min a 94ºC; un 

segundo ciclo (x 35 repeticiones) de 30 s a 94ºC, 30 s a 60ºC y 30 s a 72ºC; por último, un 

tercer ciclo de 2 min a 72ºC manteniendo las muestras a 4ºC tras su finalización. 

c) Ratones Ctnnb1(ex3)Fl/Fl 

Estos animales son aquellos ratones que contienen el exón 3 del gen de la -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 

amplificación de 700 pb correspondiente al animal transgénico (f/f). A continuación, se 

muestran las condiciones en las que se realizaron las amplificaciones de los fragmentos 

diana: 0,3 μl de cada primer (0,4 μM), 7,5 μl 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), 1 μl del DNA extraído y 5,9 μl de agua extrapura Milli-

Q®. La reacción tuvo lugar en un termociclador (2720 Applied Biosystems, California, 

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

10 min a 72ºC manteniendo las muestras a 4ºC tras su finalización. 

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 amplificación de interés 

formado por 450 pb. Las características específicas para amplificar nuestro gen diana 

fueron: 0,3 μl de cada primer (0,4 μM), 7,5 μl 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 μl de MgCl2 1 mM, 1 μl del DNA extraído y 5,9 μl 

de agua extrapura Milli-Q®. La reacción tuvo lugar en un termociclador (2720 Applied 

Biosystems, California, EEUU) bajo las siguientes condiciones: un primer ciclo de 90 s a 

94ºC; un segundo ciclo (x 35 repeticiones) de 30 s a 94ºC, 45 s a 52ºC y 45 s a 72ºC seguido 

de un tercer ciclo, de 10 min a 72ºC manteniendo las muestras a 4ºC tras su finalización. 

DETECCIÓN DE LOS FRAGMENTOS 

Después del proceso de amplificación, 15 μl del producto de la reacción se 

comprobaron introduciéndolos en un gel de agarosa 1-1,5% TAE 1x (Tris 40 mM, ácido 

acético 20 mM y EDTA 1 mM). Para la visualización de los productos de PCR los geles 

fueron teñidos con 5 μl 1×SYBR® Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EEUU) y las imágenes 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 realizó el silenciamiento de mTOR mediante la 

administración de siRNAs específicos, se utilizaron ratones C57/BL6 macho de 10-14 

semanas de vida, suministrados por Charles River (Lyon, Francia). 

 

 

 



Material y Métodos

62

1.3. MUESTRAS HUMANAS POSTMORTEM 

 Las autopsias de pacientes diagnosticados de depresión víctimas 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, España y el 

University Center of Legal Medicine, Ginebra, Suiza. El estudio se realizó según la política 

del Comité de Ética e Investigación sobre muestras de cerebro humano postmortem del 

Instituto Vasco de Medicina Legal y del Departamento de Psiquiatría de la Universidad de 

Ginebra. La corteza frontal (Área de Bradman 9) se diseccionó macroscópicamente en 

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

 

Tabla 1. Relación de las características de los sujetos diagnosticados de depresión mayor y sus 
respectivos controles, utilizados para el estudio de la vía de mTOR. Los cerebros fueron obtenidos 
de autopsias de 15 víctimas de suicidio que fueron macheados con 15 sujetos controles por sexo, 
edad y tiempo transcurrido hasta la realización de la autopsia. 
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Tabla 1 (continuación). 
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Tabla 1 (continuación). 

1 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), antipsicóticos (APS), ácido acetilsalicílico (ASA), teofilina (TEO), 

benzodiacepinas (BDZ) y litio (LIT). 
4 Niveles de fármaco 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 diseñados de acuerdo con los objetivos para cada 

tipo de estudio (detallados en cada experimento). El número de animales utilizado en cada 

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

 

2.1. ESTUDIOS SOBRE -CATENINA 

 La caracterización neuroquímica de los animales cKO y cST para -catenina se 

realizó 4 semanas después de la inducción del animal transgénico mediante la 

administración de tamoxifeno (TMX), y sus respectivos controles (vehículo, aceite de 

maíz). Los grupos experimentales para los ratones cKO fueron: WT aceite, WT TMX, cKO 

aceite, y cKO TMX; mientras que para los animales cST fueron: WT aceite, WT TMX, 

cST aceite y cST TMX (fig. 10A).  
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Figura 10. Representación del curso temporal de la generación y experimentación con los animales 
transgénicos condicionales para -catenina. A) Inducción de los transgénicos para -catenina (cKO 
y cST) y posteriores estudios inmunohistoquímicos (BrdU, Ki67 y -catenina). B) Inducción de los 
animales transgénicos para -catenina (cKO y cST), y posteriores estudios conductuales, 
inmunohistoquímicos (DCX) e hipotermia inducida por agonistas 5-HT1A y 5-HT1B. C) Generación 
del animal cKO -catenina y posteriores estudios de microdiálisis 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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Figura 11. Representación del curso temporal de la generación y experimentación con los animales 
transgénicos condicionales para -catenina. A) Generación del animal cKO para -catenina, 
tatamiento crónico con fluoxetina y posteriores test conductuales. B) Generación del animal cKO 
para -catenina, tratamiento subcrónico con el agonista parcial del receptor 5-HT4 RS67,333, y 
posteriores estudios conductuales y neuroquímicos. D) Generación del animal cST para -catenina, 
inducción del modelo animal de depresión por administración crónica de corticosterona, y 
posteriores test conductuales. 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, CORT: 
corticosterona. 
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 En el resto de los estudios de caracterización (conductuales, neuroquímicos y 

moleculares; figs. 10 y 11), se utilizaron solamente los animales cKO y cST y sus 

respectivos animales wildtype, a los que se administró tamoxifeno. Los animales cKO y sus 

respectivos WT fueron sometidos a los siguientes tratamientos farmacológicos: 

- Fluoxetina (10 mg/kg/día, i.p.), disuelta en suero salino y administrada 

durante 28 días. Los animales control recibieron suero salino (fig. 11A). 

- RS67,333 (1,5 mg/kg/día, i.p.). Este compuesto agonista parcial de los 

receptores 5-HT4 se disolvió en suero salino, y fue administrado durante 7 

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

En los animales cST para -catenina y sus respectivos WT, se realizó el modelo de 

administración crónica de corticosterona. Después de 4 semanas de la administración de 

tamoxifeno, a la mitad de los animales se les administró 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/día, 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 realizó una única infusión unilateral de las 

moléculas de ARN interferente pequeño (small interference RNA, siRNA) específicas 

contra mTOR (siRNA mTOR), tanto en la corteza infralímbica (IL) como en la corteza 

prelímbica (PL) (fig. 12). Para cada una de estas áreas cerebrales, se utilizaron además 

grupos experimentales control, que fueron infundidos con líquido cefalorraquídeo artificial 

(LCRa). En corteza infralímbica, se utilizó además como control un grupo al que se le 

administró 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 específicas son respectivamente: 5´GAA GGU CAC UGA GGA UUU ATT 3´ 



Material y Métodos

68

y 5´ACC CGG GCG UGA UCA AUA ATT 3’. Los siRNAs se disolvieron en líquido 

cefalorraquídeo artificial (NaCl 125 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 x 6H2O 1,18 mM, CaCl2 x 

2H2O 1,26 mM y glucosa 5%). Para cada infusión se administraron 40 g de siRNA (20 g 

de cada uno) disueltos en un volumen final de 1 μl. Como control se infundió a los animales 

LCRa y siRNA ns. 

Para la infusión intracerebral de las moléculas de siRNA contra mTOR, los animales 

fueron anestesiados con pentobarbital sódico (40 mg/kg i.p) y colocados a continuación en 

un aparato estereotáxico (David Kopf instruments, California, EEUU). Se practicó una 

incisión longitudinal en la parte superior de la cabeza y se separó la piel para dejar el cráneo 

al descubierto. Las coordenadas se calcularon de acuerdo al atlas de cerebro de ratón de 

Paxinos y Franklin (2001). Dependiendo del grupo experimental, la infusión de los siRNAs 

o LCRa para los controles, se realizó en corteza prefrontal infralímbica (IL; AP (+2,2), L 

(-0,2), DV (-3,4)), o corteza prefrontal prelímbica (PL; AP (+2,0), L (-0,2), DV (-2,0)). 

 

 

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

infralímbica, B) corteza prelímbica. 

 

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

en la corteza IL y en la corteza PL, mediante una jeringa Hamilton® de 10 l (Sigma-
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Aldrich, Missouri, EEUU) acoplada a una bomba de infusión (KDS 310 Plus Nano Legacy, 

KD Scientific Inc, Massachusetts, EEUU). Como grupos controles, además de LCRa, 

también se administró en corteza IL, una molécula de siRNA nonsense (siRNA ns, 10 g) 

cuya secuencia es 5’AGU ACU GCU UAC GAU ACG GTT 3’. Los animales fueron 

sacrificados 48 horas después de la infusión mediante dislocación cervical. 

 

2.2.2. SILENCIAMIENTO SUBCRÓNICO DE mTOR 

 En el tratamiento subcrónico su utilizaron mini-bombas osmóticas (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 solución de trabajo evitando la formación de burbujas que puedan 

provocar fluctuaciones en la dosis administrada. Estas minibombas se activan incubándolas 

en solución salina durante toda la noche a 37ºC. 

En este estudio, los animales fueron infundidos únicamente en la corteza IL. Se 

administró el pool de siRNAs específicos para mTOR a una dosis de 40 g/día, 

concentración 3,33 g/ l, flujo constante de 12 L/día, durante 7 días (fig. 13). Los 

animales control recibieron LCRa. El esquema de trabajo seguido se detalla en la figura 

14. 48 horas después del último día de infusión los animales fueron sacrificados mediante 

dislocación cervical. 

 

 

 

Figura 13. Esquema gráfico de las minibombas osmóticas Alzet (A), y su colocación en el animal 
(B). 
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Figura 14. Diagrama de trabajo que se siguió durante el silenciamiento subcrónico de mTOR en 
corteza IL. Los animales fueron habituados a la sacarosa 24 h antes de la cirugía. Los diferentes 
test conductuales se realizaron entre los días 5 y 9 después de la cirugía. Tras 5 h del último test, 
los grupos experimentales se sacrificaron para posteriores estudios neuroquímicos y moleculares. 
OF: open field test, NSFT: novelty suppressed feeding test, TST: tail suspension test. 

 

 

3. FÁRMACOS Y REACTIVOS  

Tabla 2. Reactivos utilizados. 

REACTIVOS PROVEEDOR 

(±)8-OH-DPAT Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido 

(+)8-OH-DPAT Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido 

[ -33P]-dATP (desoxiadenosina 
trifosfato) Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU 

[35S]-GTP S (guanosina 5’-[ -tio] 
trifosfato) Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU 

Aceite de maíz Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Ácido bórico Panreac, Barcelona, España 

Ácido cítrico Merck, New jersey, EEUU 

Ácido clorhídrico Scharlab S.L., Barcelona, España 

Acrilamida 40% /solución 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 

CaCl2 Panreac, Barcelona, España 

Cantaridina Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Chaps Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Citalopram Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido 

Citrato sódico Panreac, Barcelona, España 

Citrato sódico tribásico 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 

DCTM 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 salmón Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Etanol Scharlab S.L., Barcelona, España 

Ficoll Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Fluoxetina Guinama, Valencia, España 

Formamida Scharlab S.L., Barcelona, España 
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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 

GTP S 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 

KCl Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Leupeptina Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido 

Líquido de centelleo Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU 

Metanol Scharlab S.L., Barcelona, España 

MgCl2 Scharlab S.L., Barcelona, España 

Miokinasa Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

NaCl Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Na2HPO4 Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

NaH2PO4 Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Nescofilm Bando Chemical Ind., Kobe, Japan 

Paraformaldehído Affymetrix, Ohio, EEUU 

Pentobarbital sódico Boeringher Ingelheim, Alemania 

Pepstatina Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Peróxido de hidrógeno Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Persulfato amónico (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, España 

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, España 

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, España 

Tris-HCl Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

TRI Reagent® Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Urea Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Vanadato sódico Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Vectastain ABC HRP Kit Vector Laboratories, California, EEUU 

WAY100,635 Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido 

Xileno Scharlab S.L., Barcelona, España 

Zacoprida Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido 

 

 

4. ESTUDIOS CONDUCTUALES 

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

desde su sala de estabulación a la zona de evaluación 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 -catenina, y 40-50 luxes para 

experimentos de silenciamiento de mTOR). El test se realizó como se ha descrito 

previamente (Amigo et al, 2016), evaluándose la conducta motora en el centro del recinto 

iluminado. En cada una de las 3 sesiones de 5 min se analizaron los siguientes parámetros: 

la distancia total recorrida y el porcentaje del tiempo de permanencia en la zona central. El 

registro y análisis conductual se realizó 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 validación del carácter ansiolítico 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 crónico con antidepresivos (Bodnoff et al, 1988; Santarelli et al, 2003), por lo 
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que es de gran utilidad para la comprensión de las acciones terapéuticas de estos fármacos. 

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 deprivación 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 duración del test, se les asignó 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 estímulos placenteros, se 

determina en modelos animales mediante una disminución en la ingesta o la preferencia 

por sustancias apetitosas (solución azucarada), demostrando así un estado de tipo 

depresivo. De hecho, la anhedonia se utiliza como criterio de la respuesta en modelos 

animales de estrés crónico y en modelos animales de depresión. 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 solución 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 localización del 

biberón, la posición de los biberones se intercambió a las 12 h del inicio del test. Los 

animales no fueron sometidos a deprivación ni de alimento ni de bebida antes de la 

realización del test.  

El consumo de agua y de la solución con sacarosa se evaluó simultáneamente en los 

grupos control y experimental mediante el peso de los biberones. La ingesta de sacarosa se 

determinó mediante la cantidad de sacarosa consumida en mg por g de peso del animal. La 

preferencia por sacarosa se calculó como porcentaje de solución azucarada consumida con 

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

 El test de la natación 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 diámetro 

y 23 cm de altura), dos tercios de los cuales están llenos de agua a 23-25ºC. Esta conducta 

se graba durante 6 min (Any-maze Video Tracking System, Colorado, EEUU), evaluando 

en los últimos 4 min el tiempo de inmovilidad (flotando en el agua sin luchar, produciendo 

únicamente aquellos movimientos necesarios para mantener la cabeza fuera del agua), la 

natación (swimming) y la escalada (climbing). Dicha conducta de inactividad o inmovilidad 

es interpretada como una medida de conducta de tipo depresiva o desesperación del animal 

(behavioural despair), y ha sido usado para evaluar comportamientos de tipo antidepresivo 

o depresivo en respuesta tanto a tratamientos farmacológicos, como en varios modelos 

animales (Cryan et al, 2002). 

 

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

El test de suspensión 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 desarrollará una postura inmóvil (Thierry et al, 1986). En los 

últimos años también ha sido utilizado para la caracterización 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 

contabilizó el tiempo total de inmovilidad de forma manual. 

 

5. ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUÍMICA 

 Para los experimentos de inmunohistoquímica, los animales fueron anestesiados 

con pentobarbital sódico (40 mg/kg, i.p.), y perfundidos por vía transcardíaca con suero 

salino seguido de una solución fría de paraformaldehido al 4% (PFA) en PBS. Una vez 
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fijados los tejidos, los cerebros fueron extraídos, postfijados durante 4 h a 4ºC en PFA al 

4% en PBS, pasados a una solución de sacarosa al 30% en PBS a 4ºC durante 24 h, y 

congelados. Posteriormente, los cerebros fueron cortados en secciones coronales de 40 m 

en series de 6, mediante un criostato (Microm International GmbH, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusets, EEUU), y almacenados a -20ºC en solución crioprotectora (25% 

glicerol, 25% etilenglicol en PBS, pH=7,4) hasta su utilización. Para cada uno de los 

experimentos de inmunohistoquímica se utilizó una de las seis series. A continuación, se 

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

 

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

ANTICUERPOS (dilución) PROVEEDOR 

Rabbit anti- -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, España 

Rabbit anti c-Fos (1:1000) Santa Cruz Technologies, Texas, EEUU 

Donkey anti-rabbit IgG secondary 
antibody biotinilado (1:200) 

The Jackson Laboratory, Maine, EEUU 

Goat anti-mouse fragment IgG secondary 
antibody biotinilado (1:200) 

The Jackson Laboratory, Maine, EEUU 

 

5.1. INMUNOHISTOQUÍMICA DE -CATENINA 

 Para la realización 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 ácido cítrico 10 mM durante 20 min a 90ºC, y se 

dejaron atemperar durante 20-30 min. Después de lavarlas en PBS, las secciones fueron 

incubadas en una solución de H2O2 al 3% en metanol durante 30 min, para desactivar la 

peroxidasa endógena. 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- -catenina en PBS/0,2% Triton X-100 (PBS-T) durante toda la 
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noche a 4ºC. Tras varios lavados en PBS, se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente 

con el anticuerpo secundario de burro anti-conejo biotinilado, seguido de amplificación 

con el complejo avidina-biotina (Vectastain ABC HRP kit, Vector Laboratories, California, 

EEUU). Las células positivas para -catenina se marcaron mediante incubación con 3,3'-

diaminobenzidina (DAB) (DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit, Vector Laboratories, 

California, EEUU) como cromógeno. 

 

5.2. INMUNOHISTOQUÍMICA DE BROMODESOXIURIDINA (BrdU) 

 Con el objetivo de identificar las células en proliferación, se administró el análogo 

de timidina, bromodesoxiuridina (BrdU). El protocolo consistió en 4 administraciones de 

BrdU 75 mg/kg i.p., a intervalos de 2 h. 24 h después de la última administración, los 

animales se anestesiaron profundamente con pentobarbital sódico (40 mg/kg, i.p.) y se 

perfundieron como se ha indicado anteriormente (apartado 5). La inmunohistoquímica se 

realizó siguiendo el protocolo de Mostany et al. (2008). Las secciones en free-floating se 

incubaron durante 2 h en 50% formamida/2x SSC a 65ºC, seguido por lavados en SSC 2x 

a 37ºC, incubación en HCl 2N durante 30 min a 37ºC. A continuación, las secciones fueron 

incubadas durante 10 min en ácido bórico (H3BO3) 0,1 M a 37ºC. Tras varios lavados en 

PBS y para inactivar la peroxidasa endógena, las secciones se incubaron en una solución 

de H2O2 1% durante 30 min, y se lavaron de nuevo en PBS antes de ser bloqueadas en 

solución PBS-TS durante 30 min. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con el 

anticuerpo primario monoclonal ratón anti-BrdU (fragmento) durante toda la noche a 4ºC 

en PBS-T. Tras la incubación, se realizaron 5 lavados en PBS, y las secciones se incubaron 

con el anticuerpo secundario fragmento Fab de burro anti-ratón biotinilado (biotinylated 

goat anti-mouse Fab Fragment IgG secondary antibody) durante 2 h. La señal se amplificó 

con el complejo avidina-biotina (Vectastain ABC HRP kit, Vector Laboratories, California, 

EEUU) y se reveló la señal mediante el cromógeno DAB (DAB Peroxidase (HRP) 

Substrate Kit, Vector Laboratories, California, EEUU). 
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5.3. INMUNOHISTOQUÍMICA DE LA PROTEÍNA NUCLEAR Ki67 

 El protocolo que se siguió para el marcaje de la proteína nuclear Ki-67 fue el 

siguiente: después de lavar los tejidos a temperatura ambiente con PBS, las secciones en 

free-floating se incubaron en H2O2 al 2% en metanol durante 10 min para inactivar la 

peroxidasa endógena. Después de los lavados, se incubaron en solución de desenmascarado 

(buffer citrato 10 mM, pH=9,0) para facilitar la presentación del antígeno, durante 30 min 

a 80ºC, dejándose enfriar durante 20-30 min. Después de nuevos lavados, las secciones se 

incubaron en solución de bloqueo (Tris 50 mM pH=7,4, NaCl 0,1 M, 5% Triton X-100, 1% 

suero de burro, 1% albúmina sérica bovina) durante 30 min, y posteriormente se incubaron 

con el anticuerpo monoclonal rabbit anti-Ki67 toda la noche a 4ºC en solución 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 solución de bloqueo seguido 

de la amplificación con el complejo avidina-biotina durante 30 min. Las células positivas 

para Ki67 se marcaron con el cromógeno DAB. 

 

5.4. INMUNOHISTOQUÍMICA DE c-Fos 

 Según el protocolo descrito (Felix-Ortiz et al, 2016) las secciones fueron lavadas en 

PBS, incubadas 10 min en H2O2 al 0,03% en PBS, lavados en PBS, e incubadas a 

temperatura ambiente en solución 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 solución PBS-S (2% suero de burro) durante toda la noche a 

4ºC. 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 solución de 

bloqueo a temperatura ambiente. Posteriormente, las secciones se lavaron, se amplificó la 

señal 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 cromógeno DAB (DAB 

Peroxidase (HRP) Substrate Kit, Vector Laboratories, California, EEUU). 
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6. FUNCIONALIDAD DE RECEPTORES MEDIANTE 

ESTUDIOS DE FIJACIÓN DE [35S]GTP S 

6.1. BINDING FUNCIONAL: FIJACIÓN DE [35S]GTP S INDUCIDA 

POR LA ACTIVACIÓN DEL RECEPTOR 5-HT1A 

 Los experimentos de cuantificación del nivel de activación de proteínas G mediante 

la incorporación de [35S]GTP S tras la activación de los receptores 5-HT1A en 

homogeneizados de corteza (Cx) de ratón, se llevaron a cabo siguiendo las condiciones 

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

 

6.1.1. PREPARACIÓN DE LAS MEMBRANAS 

 Las muestras de Cx se homogeneizaron en 10 volúmenes (p/v) del tampón de 

homogeneización 1 (Tris-HCl 50 mM, pH=7,6, sacarosa 0,32 M), empleando un 

homogeneizador (Polytron Ultraturrax® T-25, Carolina del Norte, EEUU) a velocidad 

máxima (800 r.p.m.), 3 veces durante 10 s a 4ºC. El homogeneizado se centrifugó a 900 x 

g durante 10 min a 4ºC. El sobrenadante se centrifugó a 48000 x g durante 25 min a 4ºC, y 

el pellet conseguido se resuspendió en 10 volúmenes de tampón de homogeneización 2 

(Tris-HCl 50 mM pH=7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 3 mM, EGTA 1mM, DTT 1mM). El 

homogeneizado obtenido se incubó durante 15 min a 37ºC, de este modo conseguimos 

eliminar los neurotransmisores endógenos, y se dejó enfriar a 4ºC. Seguidamente este 

homogeneizado se centrifugó a 48000 x g durante 25 min a 4ºC. El pellet obtenido se 

guardó a -80ºC hasta el momento de su utilización. 

 

6.1.2. ENSAYOS DE BINDING FUNCIONAL: FIJACIÓN DE [35S]GTP S 

INDUCIDA POR LA ACTIVACIÓN DEL RECEPTOR 5-HT1A 

 Las alícuotas de homogeneizado de Cx obtenidas, se descongelaron y se 

resuspendieron en un volumen final de 250 L/tubo (20-40 g/mL de proteína) en tampón 

de incubación (Tris-HCl 50 nM, pH=7,4, MgCl2 3 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1 mM, DTT 

1 mM, GDP 300 M, adenosina deaminasa 10 mU/mL). La concentración de proteína 

presente se determinó utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como estándar, aplicando 
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el método Lowry modificado (DCTM 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: 

- Fijación basal: [35S]GTP S 0,1 nM 

- Fijación inducida por el agonista 5-HT1A: [35S]GTP S 0,1 nM + (±) 8-OH-DPAT 

(10-9-10-4 M) 

- Fijación no específica: [35S]GTP S 0,1 nM + GTP S 10-5 M 

Después de incubar las diferentes condiciones durante 30 min a 30ºC, se procedió a 

separar el radioligando unido a la fracción de membranas de aquel que permanece libre 

mediante 3 filtraciones rápidas de 5 min con tampón de lavado (Tris-HCl 50 mM, pH=7,4). 

El proceso se realiza mediante vacío, utilizando un sistema de filtrado simultáneo (Cell 

Harvester M-24R, Maryland, EEUU) a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/B), 

pretratados en tampón de lavado. Una vez realizados los lavados, los filtros se dejaron secar 

y se colocaron en viales de plástico que contenían 2 mL de líquido de centelleo (Ultima 

Gold XR, Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU). Por último, se cuantificó la radioactividad 

retenida en los filtros, empleando un contador de centelleo líquido (Packard Tri-Carb 2200, 

California, EEUU). 

 

6.1.3. ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS Y REPRESENTACIÓN GRÁFICA 

 La interacción de un ligando con su receptor responde a la ley de acción de masas, 

debido a que esta interacción no es lineal con respecto a la concentración del ligando, 

concentración de proteína (receptores) o el tiempo de interacción. Por ello, el análisis 

mediante una regresión no lineal, es el método matemático más preciso de análisis en este 

tipo de ensayos. 

La fijación de radioligando obtenida en la condición no específica se restó del resto 

de las condiciones. El efecto del agonista se representó como el porcentaje de estimulación 

específica de la fijación de [35S]GTP S sobre el valor de fijación basal, para cada 

concentración del agonista (±) 8-OH-DPAT. Estos valores se ajustaron a una curva 

concentración-respuesta mediante un análisis de regresión no lineal realizado con la ayuda 

del programa informático GraphPad Prism 6® (GraphPad Software, California, EEUU). A 
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partir de este ajuste se obtuvieron los parámetros farmacológicos de potencia, expresado 

como logaritmo negativo de la concentración eficaz 50 (pEC50) y de eficacia (porcentaje 

de estimulación máxima, % Emax). 

 

6.2. AUTORRADIOGRAFÍA FUNCIONAL: FIJACIÓN DE [35S]GTP S 

INDUCIDA POR LA ACTIVACIÓN DE LOS RECEPTORES 5-HT1A Y 

5-HT1B 

 La autorradiografia funcional nos permite conocer la localización y el nivel de 

activación de un receptor por un agonista específico. Esto nos proporciona información 

sobre la eficacia del acoplamiento entre el receptor y la proteína G, primer paso intracelular 

en la cascada de señalización después de la activación del receptor. 

 

6.2.1. PREPARACIÓN DE LOS TEJIDOS 

 Los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical, los cerebros se 

sacaron rápidamente, se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -80ºC hasta el 

momento de su utilización. Mediante un criostato (Microm International GmbH, Thermo 

Fisher Scientific, Massachusets, EEUU), se obtuvieron cortes coronales de 14 m de 

grosor, de los niveles anatómicos relevantes para los diferentes estudios, de acuerdo con el 

atlas de ratón de Paxinos y Franklin (2001). Dichas secciones se dispusieron sobre 

portaobjetos Superfrost Plus® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU), y se 

almacenaron a -80ºC hasta el momento de su utilización. 

 

6.2.2. METODOLOGÍA DEL MARCAJE AUTORRADIOGRÁFICO CON 

[35S]GTP S TRAS ESTIMULACIÓN DEL RECEPTOR 5-HT1A 

 La autorradiografía se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito previamente 

(Castro et al, 2003) con ligeras modificaciones. Inicialmente las secciones fueron 

preincubadas a 25ºC durante 30 min en tampón de preincubación (Tris-HCl 50 mM, 

pH=7,4, EGTA 0,2 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 3 mM, GDP 2 mM, DTT 1 mM). 

Seguidamente se realizó una incubación de 2 h a 25ºC en el mismo tampón añadiéndole 
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adenosina deaminasa 10 mU/mL y el radioligando [35S]GTP S 0,05 nM en ausencia 

(fijación basal) o presencia (fijación específica) del agonista selectivo del receptor 5-HT1A 

(±) 8-OH-DPAT. Para determinar la fijación inespecífica del radioligando, se incubó otra 

serie de secciones con GTP S 10 M no marcado radiactivamente. Tras la incubación se 

realizaron dos lavados de 15 min a 4ºC con el tampón de lavado (Tris-HCl 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 frío. Una vez secos se procedió a la 

exposición de las secciones tisulares a films sensibles a 35S (Biomax MR, Kodak, Madrid, 

España), en chasis herméticos a la luz durante 3 días a -20ºC. Para visualizar la señal del 

radioligando, la película fotográfica se reveló durante 5 min a temperatura ambiente en 

revelador LX24 (Kodak, Madrid, España), y se fijó durante 5 min mediante el fijador AL4 

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

 

6.2.3. METODOLOGÍA DEL MARCAJE AUTORRADIOGRÁFICO CON 

[35S]GTP S TRAS LA ESTIMULACIÓN DEL RECEPTOR 5-HT1B 

 El procedimiento utilizado en el marcaje autorradiográfico tras la estimulación del 

receptor 5-HT1B, se realizó de igual modo que en el apartado anterior, pero utilizando para 

la condición de estimulación específica, el agonista selectivo para el receptor 5-HT1B 

CP94,253. En este caso, la composición del tampón de incubación fue similar al utilizado 

para el estudio del receptor 5-HT1A, pero conteniendo una concentración de GDP 1 mM. 

Tras la realización del experimento autorradiográfico, la exposición para la visualización 

de la funcionalidad del receptor 5-HT1B fue de 2 días. 

 

6.2.4. CUANTIFICACIÓN DE LOS AUTORRADIOGRAMAS Y ANÁLISIS DE 

LOS RESULTADOS 

 Los autorradiogramas se digitalizaron utilizando un escáner (SNAPSCAN 1236, 

AGFA, Mortsel, Bélgica). La cuantificación de los autorradiogramas se realizó mediante 

densitometría óptica utilizando el programa informático de imagen digital gratuito ImageJ 

(National Institute of Mental Health, NIMH, Maryland, EEUU). ImageJ permite cuantificar 

los niveles de gris en el área anatómica a analizar, y transformarlos en nCi/g de tejido. Esto 
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se consigue exponiendo junto con los tejidos una serie de estándares de 14C formados por 

un polímero sintético que posee las mismas características de peso específico que el tejido 

cerebral y constan de bandas que contienen diferentes concentraciones conocidas de 

radiactividad. De este modo podemos generar una curva de calibración en base a la cual 

poder transformar los valores de densidad óptica. 

Los valores de la fijación específica de [35S]GTP S tras estimulación de los 

receptores, se calcularon sustrayendo los valores de la fijación no específica a las 

condiciones de fijación basal y estimulación específica. Estos valores se expresaron como, 

porcentaje de estimulación específica sobre la actividad basal (100%). 

 

7. MEDIDA DE LA TEMPERATURA CORPORAL 

Los experimentos se llevaron a cabo en una habitación termostatizada 21,0±0,5ºC 

entre las 10 y las 14 h. La medida de la temperatura corporal se realizó mediante la 

introducción de una sonda termosensible (2 cm) acoplada a un termómetro 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 ESTRÉS  

 La prueba evalúa los incrementos de temperatura en respuesta a un estrés agudo, 

controlado por el sistema nervioso autónomo. La hipertermia inducida por estrés es fácil de 

medir, reproducible y estable a lo largo del tiempo. Este test posee una excelente validez 

predictiva, de hecho, muchos fármacos ansiolíticos han mostrado una reducción dosis 

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

Para la evaluación de la hipertermia inducida por estrés se siguió 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).  



Material y Métodos

85

 

7.2. MEDIDA DEL EFECTO HIPOTÉRMICO INDUCIDO POR LA 

ACTIVACIÓN DE LOS RECEPTORES 5-HT1A Y 5-HT1B 

 Para la realización 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 administró a los animales, dependiendo del grupo experimental, los 

agonistas selectivos del receptor 5-HT1A ((±) 8-OH-DPAT, 0,5 y 0,18 mg/kg, i.p.), del 

receptor 5-HT1B (CP94,253, 10 mg/kg, i.p.), o suero salino como vehículo, y se tomaron 

medidas de temperatura a intervalos de 15 min hasta el minuto 90 después de la 

administración.  

El efecto sobre la temperatura corporal inducido por los diferentes agonistas o por 

la administración del vehículo, se expresó como la diferencia entre la temperatura obtenida 

en cada punto y el promedio de los basales obtenidos previa administración del agonista en 

ºC (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 ACTIVACIÓN DE LOS RECEPTORES 

5-HT4 EN ESTRIADO 

 La adenilato ciclasa (AC) es una proteína implicada en la transducción de señales 

en el interior de la célula, constituyendo el siguiente paso intracelular tras la activación del 

receptor y su correspondiente proteína G. Esta enzima cataliza la transformación del ATP 

para originar el segundo mensajero AMP cíclico (cAMP). La actividad de la AC puede 

estar regulada por dos subtipos de proteínas G: las proteínas Gs o estimuladoras, por lo que 

tras su activación se induciría la producción de cAMP; y las proteínas Gi o inhibitorias, tras 

la activación de las cuales se inhibiría la actividad de la enzima resultando en una 

disminución en los niveles de cAMP. 
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El protocolo utililizado para la evaluación de la actividad adenilato ciclasa tras la 

estimulación de los receptores 5-HT4, fue el descrito previamente (Hall, 1934; Pascual-

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

 

8.1. PREPARACIÓN DE LAS MEMBRANAS 

 Las muestras de estriado se homogeneizaron en 60 volúmenes (p/v) de tampón de 

homogeneización 1 (Tris-HCl 20 mM, pH=7,4, sacarosa 0,32 M, EGTA 5 mM, EDTA 2 

mM, DTT 1 mM y 25 g/ml de leupeptina), empleando un homogeneizador (Potter-

Elvehjem Homogenizers) a velocidad máxima (800 r.p.m.), 3 veces durante 10 s a 4ºC. El 

homogeneizado se centrifugó a 500 x g durante 5 min a 4ºC. El sobrenadante se recogió y 

se centrifugó a 13000 x g durante 15 min a 4ºC. El pellet se resuspendió en 60 volúmenes 

de tampón de homogeneización 2 (Tris-HCl 20 mM, pH=7,4, sacarosa 0,25 M, EGTA 1,2 

mM, MgCl2 6 mM, DTT 3 mM, 25 g/ml de leupeptina), y se utilizó inmediatamente para 

el ensayo. 

 

8.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA MODULADO 

POR LA ACTIVACIÓN DEL RECEPTOR 5-HT4 

 Los homogeneizados de estriado (25-50 g de proteína) se preincubaron a 4ºC 

durante 15 min en el tampón de reacción (Tris-HCl 75 mM, pH=7,4, MgCl2 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 nucleótidos cíclicos. Las 

diferentes condiciones experimentales fueron: actividad basal (sin agonista) y estimulación 

específica mediada por el receptor 5-HT4, mediante el agonista selectivo zacoprida 10 μM. 

La reacción se inició por la adición de ATP-Mg 0,2 mM, y se incubó durante 10 min a 

37ºC. A continuación, la reacción se finalizó llevando las muestras a ebullición durante 5 

min, tras los cuales se centrifugaron a 14000 x g por 5 min. Finalmente, se determinó el 

contenido de cAMP en 50 L 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. ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS 

 Los valores de cAMP en las diferentes condiciones experimentales fueron obtenidos 

a partir de una recta de calibración utilizando concentraciones conocidas de cAMP, así 

como en función del contenido proteico de las muestras, expresándose los resultados en 

pmol de cAMP/min/mg de proteína. El efecto de la zacoprida se definió como porcentaje 

del efecto estimulatorio para cada concentración de zacoprida respecto al valor basal 

(100%). 

 

9. ESTUDIOS DE MICRODIÁLISIS CEREBRAL IN VIVO 

9.1. CONSTRUCCIÓN DE LAS SONDAS DE MICRODIÁLISIS 

 La construcción de las sondas de microdiálisis y su uso en ratones se realizó de 

acuerdo a lo descrito previamente (Adell & Artigas, 1998). La sonda está formada por un 

tubo de acero inoxidable 25G (diámetro externo: 0,51 mm, y diámetro 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 sílica fundida (diámetro externo: 0,11 mm, y diámetro externo: 0,04 

mm) (Composite Metal Services Ltd, Harlow, Reino Unido), y se recubren los tubos de 

sílica que sobresalen por la parte superior con dos tubos de acero inoxidable de 7 mm de 

longitud y 27G (diámetro externo: 0,41 mm, y diámetro interno: 0,2 mm). Para sellar la 

unión entre los tubos metálicos 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 (diámetro externo: 0,61 mm, y 

diámetro interno: 0,2 mm) (Portex Ltd., Kent, Reino Unido) a los dos tubos de 27G, 

protegiendo dicha unión mediante una funda de plástico termofundible. Pasados unos días 

desde la construcción del esqueleto de la sonda, se corta el tubo de sílica a la medida 

adecuada (2 mm) y se introduce la membrana de diálisis (Cuprophan Gambro, Lund, 

Suecia) en el interior del tubo de 25G, de manera que la sílica 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 (diámetro externo: 0,25 mm, y diámetro interno: 0,22 mm) con un 

tamaño de poro que permite el paso de moléculas de peso inferior a 5 KDa. 
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9.2. IMPLANTACIÓN DE LAS SONDAS DE MICRODIÁLISIS Y 

OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 

 Para la implantación de las sondas de microdiálisis, los animales fueron 

anestesiados con pentobarbital sódico (40 mg/kg i.p), y colocados en un aparato 

estereotáxico (David Kopf instruments, California, EEUU). A continuación, se practicó una 

incisión longitudinal en la parte superior de la cabeza, separando la piel para dejar el cráneo 

al descubierto. Las coordenadas se calcularon de acuerdo al atlas de cerebro de ratón 

Paxinos y Franklin (2001). Las sondas de microdiálisis se implantaron en corteza prefrontal 

infralímbica (IL; AP (+2,2), L (-0,2), DV (-3,4)) en los animales cKO -catenina y sus 

respectivos controles, y en núcleo dorsal del raphe (DRN; AP (-4,5), L (-1,0), DV (-4,2) 

con un ángulo de inclinación de 20º), en los animales en los que silenció mTOR de forma 

aguda. Una vez establecidas las coordenadas, se realizó un agujero en el cráneo sin llegar 

a romper las meninges. A continuación, se realizaron dos agujeros más en forma triangular 

para colocar unos tornillos que permitirían el correcto anclaje de la sonda. Finalmente, se 

procedió a la introducción de la sonda. Para ello, se tomó la coordenada dorsoventral, se 

rompió la duramadre con ayuda de una aguja y se introdujo la sonda. Una vez alcanzada la 

coordenada, se fijó la sonda al cráneo con ayuda de cemento dental TAB 2000® (Kerr 

Company, California, EEUU). 

Una vez el animal se recuperó y los niveles alterados de neurotransmisores como 

consecuencia de la inserción de la sonda se estabilizaron, 24 h después de la cirugía se 

conectaron las sondas a una bomba de perfusión (flujo constante de 1,65 L/min) (Harvard 

Apparatus Syringe infusion Pump 22, Massachusetts, EEUU). Esta bomba permite la 

perfusión de LCRa mediante el uso de jeringas que se conectaron a un tubo de polietileno 

(diámetro exterior: 0,61; y diámetro interior: 0,28), que a su vez se conectaron con una 

pieza giratoria o swivel (Instech Laboratories, Pensilvania, EEUU) que permite al ratón 

moverse libremente. Esta pieza estaba conectada a la entrada de la sonda a través de un 

tubo de polietileno (diámetro interior: 0,12), y un tubo idéntico unía la salida de la sonda 

con un vial de polietileno (Elkay Products Inc, Massachusetts, EEUU) donde se recogió la 

muestra. 
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El sistema se dejó estabilizar durante 180 min, tras los cuales se empezaron a 

recoger los dializados (~30 L) cada 20 min. Las 6 primeras fracciones correspondieron a 

los basales, de los que se tomaron los 4 valores más estables para establecer la línea basal 

utilizada en el análisis de datos. A continuación, se procedió a la administración de 

diferentes compuestos por vía 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 recaptación de neurotransmisores, 

los niveles de éstos en el espacio extracelular son generalmente muy bajos, por lo que, de 

acuerdo con la bibliografía (Adell & Artigas, 1991), se añadió citalopram 1 M (inhibidor 

de la recaptación de 5-HT) a la solución de LCRa. En presencia de estos inhibidores se 

puede medir principalmente el neurotransmisor liberado, sin alterar los patrones de 

liberación. 

Tanto los niveles de serotonina como de glutamato se determinaron mediante 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) acoplado a un detector electroquímico o 

fluorescente respectivamente. 

Tras los experimentos, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical y 

se les infundió solución Fast Green (Sigma-Aldrich, Massachussets, EEUU) para así, tras 

la realización de secciones cerebrales a 14 m mediante criostato, verificar la correcta 

colocación de la sonda. Aquellos animales que no presentaban la sonda en la región 

deseada, fueron excluidos del análisis 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 áreas de investigación 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 Neurología, como en 

Psiquiatría. 
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10.1 OBTENCIÓN DE LAS IMÁGENES 

La adquisición de imágenes cerebrales por RM en los animales cKO para -

catenina, y sus correspondientes animales wildtype, se realizó en un sistema 9,4 T MR 

(Bruker Biospin, Ettlingen, Alemania) con gradientes de 440 mT/m y empleando una 

antena de volumen para ratón (Neos Biotec, Pamplona, España). Los animales se 

introdujeron en la “cuna” del escáner donde se encuentra acoplada una mascarilla, 

permitiendo mantener al animal anestesiado durante todo el proceso, evitando así artefactos 

producidos por el movimiento del animal. Para ello se utilizó 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 monitorizó para controlar la respiración, y se recubrió con una almohadilla térmica para 

mantener constante la temperatura corporal. Una vez la respiración se estabilizó, se 

procedió a realizar un wobble o sintonización de los canales del emisor y receptor de la 

antena empleada, con lo que conseguimos que la señal se máxima. En este punto el sistema, 

automáticamente, realiza una serie de ajustes locales de la zona que se desea estudiar en 

función de la ganancia detectada tras el ajuste. 

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

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

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

- 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 específicas que se desean evaluar. 

- Imagen con peso T2 (T2-w), potenciando el tiempo de relajación en el eje 

transversal que depende de la interacción spin-spin. Estas imágenes se obtuvieron 

programando los siguientes parámetros en el sistema de RM 9,4 T MR: 

- TE/TR (ms): 9:9/2500 (12 ecos) 

- FOV (field of view, mm2): 19,2 x 19,2 = 38,4 

- Band Width (KHz): 75 

- Flip angle: 180º 
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- Grosor del corte (mm)/número de cortes: 0,7/18 (orientación axial) 

- Resolución: 100 m/píxel 

- Acumulaciones / tiempo de secuencia (minutos): 3/28  

Una vez las secuencias finalizaron, se retiró al animal y se le permitió recuperarse 

en un lugar ventilado colocando una lámpara de calor sobre la jaula. Una vez recuperados 

los animales se trasladaron al estabulario. 

 

10.2 ANÁLISIS DE LAS IMÁGENES 

 Después de la obtención de las imágenes, se procedió a la cuantificación de las 

mismas, para lo que se utilizó el programa informático de imagen digital y de dominio 

público ImageJ (National Institute of Mental Health, NIMH, Maryland, EEUU). ImageJ 

nos permitó una delineación de las regiones de interés (ROI) dentro de los cortes. 

Realizando esta segmentación manual de las imágenes obtenidas, mediante pluggins 

específicos desarrollados por el programa, pudimos obtener tanto imágenes cualitativas 

resultantes de la superposición de los diferentes tiempos de eco, como imágenes 

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

Para realizar el estudio se contabilizó el volumen de 16 de los 18 cortes que nos 

proporcionó la resonancia, aquellos más homogéneos entre las dos poblaciones, y se 

multiplicaron por 0,7 mm (grosor del corte) obteniéndose así el volumen total del cerebro. 

Para el cálculo del área del hipocampo, estructura relevante en el estudio, se realizó el 

mismo procedimiento en 4 de los cortes obtenidos que contenían esta área cerebral. Los 

resultados obtenidos se normalizaron, dividiendo el volumen del hipocampo entre el 

volumen total del cerebro. 

Además del análisis volumétrico del hipocampo por RM, también se realizó una 

caracterización del tejido de esta estructura mediante su valor de relajación T2, que ha 

demostrado ser un indicador en otras enfermedades neurológicas como el Alzheimer (Luo 

et al, 2013). También se utilizó el software ImageJ para el análisis, procesado y medida de 

las imágenes 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 relación píxel-mm dada por la secuencia de adquisición. Los mapas T2 

fueron calculados ajustando las imágenes obtenidas a una ecuación “S = A+exp(-TE/T2)” 

donde TE es el tiempo de eco, parámetro característico de la secuencia utilizada. Además 

de éstas, fue necesario hacer una colocalización de ambas imágenes (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 máscara donde el hipocampo tiene el valor 1 y el resto de la imagen 

(cerebro, músculo, piel, etc) tiene un valor 0. Así al multiplicar esta máscara por el mapa 

T2, los píxeles distintos de cero serán exclusivamente aquellos que queremos medir y así 

podremos determinar el valor medio de T2 en el hipocampo. 

 

11. EXPERIMENTOS DE HIBRIDACIÓN IN SITU PARA LA 

DETECCIÓN DEL mRNA DE mTOR Y BDNF. 

La hibridación in situ consiste en la visualización de la localización anatómica del 

ácido ribonucleico mensajero (messenger rinonucleic acid, mRNA) que codifica para una 

proteína en secciones tisulares, basándose en la capacidad de éste para formar híbridos con 

sondas complementarias a su secuencia de nucleótidos. 

 

11.1. PRETRATAMIENTO DE LOS TEJIDOS 

Previo a la realización del experimento de hibridación in situ, las secciones fueron 

tratadas siguiendo el protocolo descrito anteriormente con ligeras modificaciones (Pei et al, 

1997). 

Las secciones de 14 μm de grosor adyacentes a las utilizadas en los estudios de 

autorradiografía funcional, y conservadas a -80ºC, se atemperaron y se fijaron en 

paraformaldehido al 4% en PBS (Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,4 mM, NaCl 136 mM, y KCl 

2,6 mM) durante 20 min a 4ºC. Seguidamente, los portas fueron lavados dos veces en PBS 

durante 5 min, e incubados durante 2 min en una solución de pronasa predigerida 

(Calbiochem, California, EEUU) a una concentración final de 24 U/mL en Tris-HCl 50 

mM, pH=7,5 y EDTA 5 mM para facilitar el acceso de la sonda al interior de la célula. La 

actividad proteolítica se interrumpió mediante la inmersión (30 s) de las secciones en una 
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solución 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%) dejándolos secar completamente previa utilización. 

 

11.2. PROTOCOLO DE HIBRIDACIÓN IN SITU 

 Para la detección de los mRNA correspondientes a mTOR y BDNF, se emplearon 

las siguientes sondas de oligonucleótidos 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 procedió siguiendo el protocolo 

previamente descrito (Ferres-Coy et al, 2016). Los oligonucleótidos (2 pmol) fueron 

individualmente marcados en el extremo 3’ con [33P] -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 solución compuesta por: 

formamida 50%, 4x SSC, 1x solución de Denhart (ficoll 0,02%, polivinilpirrolidona 0,02%, 

albúmina sérica bovina 0,02%), sulfato de dextrano 10%, sarcosil 1%, tampón fosfato 20 

mM, pH=7,0, 250 g/mL de tRNA de levadura y 500 L/mL de DNA de esperma de 

salmón. Las concentraciones finales de las sondas marcadas radioactivamente en el tampón 

de hibridación fueron ~1,5 nM. En este punto, las secciones de tejido se incubaron con 70 

L de esta solución y se recubrieron con Nescofilm (Bando Chemical Ind., Kobe, Japan) 

para evitar la evaporación, incubándose durante toda la noche a 42ºC en ambiente húmedo. 

Para establecer el marcaje no específico, secciones adyacentes fueron incubadas con un 

exceso de sondas sin marcar (x50), provocando el desplazamiento completo de la sonda 

radioactiva de sus lugares de hibridación. Al día siguiente se realizaron 4 lavados de 45 min 

en tampón de lavado (Tris-HCl 10 mM, pH=7,5, NaCl 0,6 M) a 60ºC. 

Para visualizar la señal de hibridación, las secciones se expusieron a una película 

fotográfica Biomax-MR (Kodak, Madrid, España) a -80ºC durante 7 días para mTOR, y 2 

días para BDNF. 

 



Material y Métodos

94

11.3. CUANTIFICACIÓN DE LOS AUTORRADIOGRAMAS Y 

ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS 

 Los autorradiogramas se analizaron con la ayuda de un analizador de imágenes 

asistido por ordenador (MCID, Mering, Alemania). El sistema fue calibrado con 

microescalas de estándares (14C), pudiéndose así obtener la equivalencia en fmol/mg de 

proteína. Tras la calibración y la eliminación de las densidades del fondo, las densidades 

ópticas relativas fueron evaluadas en diferentes estructuras cerebrales, en secciones 

adyacentes, y por duplicado para cada animal estudiado, realizándose el promedio de las 

mismas. El programa permite cuantificar los niveles de gris en el área a cuantificar, y los 

transforma en densidades ópticas. Los resultados se expresan en valores de densidad óptica 

relativa. 

 

12. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

MEDIANTE WESTERN BLOT. 

12.1. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

 Las muestras se descongelaron y homogeneizaron (1:15, p/v) en tampón sin 

detergentes (Hepes 10 mM, pH=7,9, KCl 100 mM, MgCl2 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, 

NaVO3 1 mM, y NaH2PO4 1 mM), usando un homogeneizador (Polytron Ultraturrax® T-

25, Carolina del Norte, EEUU) a velocidad máxima (800 r.p.m.). Después se realizó un 

lisado durante 30 min en hielo, añadiendo tampón con detergentes (Hepes 10 mM, pH=7,9, 

KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, Igepal 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%, CHAPS 

2,5 mM). Se centrifugó a 14.000 x g durante 10 min a 4ºC y se recogieron las proteínas 

solubilizadas en el sobrenadante. La cantidad de proteína presente en las muestras se 

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

 Los geles de separación, acordes con los pesos de las proteínas a cuantificar, fueron 

del 8,5 % y del 15% de acrilamida. La composición total de éstos fue: 40% bisacrilamida, 

tampón de separación (Tris-HCl 0,4 M, pH=8,8, SDS 2,5%). Para iniciar la polimerización 

añadimos 10% de APS y TEMED 0,25%. Esta solución se vertió entre los vidrios, 

añadiendo agua destilada hasta su polimerización. Posteriormente, se eliminó el exceso de 

líquido de la superficie y se añadió el gel concentrador o stacking: 40% bisacrilamida, 

tampón de concentración (Tris-HCl 0,4 M, SDS 2,5%, pH=6,8, rojo fenol, APS 10% y, 

para iniciar la polimerización TEMED 0,25%), colocando un peine para la formación de 

los pocillos en los que posteriormente se dispondrán las muestras. 

 

12.3. ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA DE LAS PROTEÍNAS 

A LA MEMBRANA 

 Para la migración de las proteínas, se colocaron los geles en tanques con tampón de 

migración (Tris 20 mM, glicina 0,2 M, SDS 1%). Se cargaron 15 L de cada una de las 

muestras, conteniendo 50-75 g de proteína, y se inició la electroforesis con una primera 

etapa de 100 V durante 15 min, seguido de 50 min a 160 V. Finalizada la migración, se 

extrajeron los geles y se sumergieron en tampón de transferencia (Tris 20 mM, glicina 0,2 

M y 20% de metanol), durante 30 min. Posteriormente, se realizó la transferencia de las 

proteínas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, California, EEUU), en tampón de 

transferencia a 100 V, durante 90 min para proteínas con peso molecular mayor de 40 KDa, 

y para proteínas con peso molecular menor de 40 KDa, 35 min a 400 mA. El proceso de 

transferencia se realizó a 4ºC. 

 

12.4. BLOQUEO, INCUBACIÓN Y DETECCIÓN 

 Con este paso se elimina la unión inespecífica 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-HCl 50 mM, pH=7,6, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%) a 

temperatura ambiente. En el caso de las proteínas fosforiladas, las membranas se incubaron 
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en TBS-T conteniendo 3% de leche desnatada y añadiendo NaVO3 1 mM y NaH2PO4 1 mM 

como inhibidores de fosfatasas. A continuación, se incubaron las membranas con los 

anticuerpos primarios durante toda la noche a 4ºC, en tampón de incubación (de igual 

composición que el de bloqueo). La tabla 4 muestra los anticuerpos primarios y 

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

 

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

cuantificación de dichas proteínas mediante western blot.  

ANTICUERPOS (dilución) 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 IgG–Peroxidase 
antibody (1:200) Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

Goat anti-Mouse IgG (Fab)–
Peroxidase antibody (1:200) Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU 

 

Tras la incubación 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 tampón de incubación durante 1 h. Finalmente, se realizaron 

3 lavados en TBS-T, y los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rábano, 

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

 

12.5. CUANTIFICACIÓN DENSITOMÉTRICA 

 La cuantificación de las bandas se llevó a cabo mediante densitometría con un 

programa informático de análisis de imagen gratuito ImageJ (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 proteína house-keeping gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) para 

corregir cualquier posible desviación en la carga de proteínas. 

 

13. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA: PCR 

CUANTITATIVA (qPCR) 

 Esta técnica es una variante de la PCR diseñada para cuantificar el producto de la 

amplificación de DNA, de manera simultánea después de cada ciclo de amplificación 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 vía de mTOR (mTOR, 4EBP1 y sus formas fosforiladas, y p70S6K). 

 

13.1. EXTRACCIÓN 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® (solución monofásica de fenol y guanidin tiocianato), y se incubaron a 

temperatura ambiente durante 5 min. Tras añadir 200 l de cloroformo, las muestras se 

invirtieron, se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugaron a 12.000 

x g a 4ºC durante 15 min. De las tres fases obtenidas, se transfirió la fase superior acuosa 

conteniendo el RNA a otro tubo, se añadieron 500 l de isopropanol, se incubaron durante 

10 min a temperatura ambiente, y se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 min a 4ºC. El 

pellet obtenido se lavó con 1 mL de etanol 75%, y se centrífugo de nuevo a 10.000 x g 

durante 5 min a 4ºC. Se eliminó el sobrenadante y se dejó secar el pellet. Finalmente, se 

resuspendió en H2O-DEPC. La calidad y la concentración 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 -80ºC 

hasta su utilización. 
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13.2. TRANSCRIPCIÓN REVERSA 

 La retrotranscripción a DNA complementario (cDNA) se realizó 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 25ºC, ii) 120 min a 37ºC, iii) 5 min a 85ºC 

y iv) 15 min a 4ºC. 

 

13.3. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 

 La expresión de los genes de mTOR y sus efectores, 4EBP1 y p70S6K, en FCx se 

determinó 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 oligonucleótidos empleadas (tabla 5) fueron 

diseñadas utilizando el software Primer express (Applied Biosystems, California, EEUU). 

Para la reacción de amplificación 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: i) un ciclo de 2 min a 50ºC y 

10 min a 95ºC, ii) 40 ciclos de 15 s a 95ºC y 60 segundos a 60ºC, iii) curva de fusión o 

melting curve. 

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

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

 

Tabla 5. Sondas utilizadas en los estudios de expresión génica por qPCR y número de acceso al 
GenBank. 
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13.4. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 En la fase exponencial de la curva de amplificación del producto de PCR, se produce 

un incremento lineal de la señal fluorescente proporcional al producto amplificado. El 

umbral de amplificación determina los niveles de amplificación por encima de los niveles 

basales, siendo el ciclo umbral (Ct) el número 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 

obtendrán valores de Ct menores. 

 Los cambios relativos en la expresión de los genes diana, se determinó mediante el 

método de Ct, en base a la cantidad de mRNA de los controles internos (GAPDH) 

utilizando la siguiente ecuación: 2- Ct donde Ct = (Ctgen diana-Ctgen control) y Ct = Ct(en 

la condición experimental)- Ct(condición 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. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 El análisis estadístico de los datos se realizó 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 consideró estadísticamente significativo cuando el valor 

de p fue inferior a 0,05. 

 La comparación estadística entre dos poblaciones con distribución normal se realizó 

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 más de dos poblaciones compartiendo la misma variable, se llevó a 

cabo mediante análisis de varianzas de una vía (one-way ANOVA). Por otro lado, cuando 

dos factores podían interaccionar entre ellos se realizaron análisis de varianzas de dos vías 

(two-way ANOVA). En ambos métodos, en caso de mostrar interacción, las diferencias entre 

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

 

1. CARACTERIZACIÓN DE LA ESPECIFICIDAD 

ANATÓMICA DE LA EXPRESIÓN INDUCIBLE DE 

LA RECOMBINASA Cre BAJO EL PROMOTOR 

GLAST 

 Los ratones ROSA26-LacZ se utilizaron para comprobar la localización 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-CreERT2, 

induclibles por tamoxifeno (TMX), se utilizaron para generar tanto los animales knockout 

para -catenina, como los animales que la estabilizan. Por acción de la recombinasa Cre en 

los ratones R26-LacZ se permite la expresión de la enzima -galactosidasa, por lo que tras 

la incubación 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 coloración característica tras la hidrolización del 

compuesto X-gal, revela la recombinación eficiente y específica de la actividad 

recombinasa en la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo, mientras que 

la señal no fue apreciable en las otras regiones como áreas corticales. Habiendo 

comprobado la especificidad de área, el resto del trabajo de tesis se centra principalmente 

en analizar cambios en la SGZ del hipocampo. 
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Figura 15. Localización anatómica de la recombinación en cerebro de ratones GLAST-
CreERT2 evaluado mediante el marcaje de X-gal, indicativo de la expresión LacZ en 
ratones R26-LacZ. Las células en las que se produjo la recombinación se sitúan en el giro 
dentado del hipocampo (A), en concreto en la capa subgranular (inserto en A). Otras áreas 
como la corteza no muestran marcaje (B). Barra: 50 m. 

 

 

2. CARACTERIZACIÓN DEL RATÓN 

KNOCKOUT CONDICIONAL PARA -

CATENINA 

 Los siguientes experimentos fueron realizados para comprobar los efectos 

conductuales, neuroquímicos y moleculares tras la eliminación de -catenina, en células 

que expresan el transportador de glutamato-aspartato (GLAST). Estos experimentos se 

realizaron un mes después de la inducción del knockout condicional (cKO) mediante la 

administración de TMX. 

 

2.1. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE -CATENINA EN 

HIPOCAMPO 

 En primer lugar, cuantificamos los niveles de -catenina mediante 

inmunohistoquímica. Un mes después de la inducción del cKO mediante la administración 

TMX, los niveles de -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 -catenina+, p 0,05) (fig. 16). No se apreciaron cambios significativos 

en los grupos experimentales tratados con vehículo (aceite de maíz). El análisis mediante 

ANOVA de dos vías reveló cambios significativos en la variable genotipo [F(1,21)=6,99, 

p 0,05]. 

 

Figura 16. Efecto sobre la expresión de -catenina en la capa subgranular del giro dentado del 
hipocampo un mes después de la inducción del animal cKO. Resultados expresados como 
promedio±S.E.M., normalizando frente al grupo WT vehículo. ANOVA de dos vías, seguido por 
Newman-Keuls test. *p 0,05. n=5-7 animales. 

 

2.2. ESTUDIO DE MARCADORES DE PROLIFERACIÓN Y 

NEUROGÉNESIS EN HIPOCAMPO 

2.2.1. EXPRESIÓN DE MARCADORES DE PROLIFERACIÓN 

La inducción del sistema de recombinación un mes después de la administración de 

tamoxifeno, promueve una reducción significativa de la expresión de la proteína nuclear 

Ki67 en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo en los animales cKO inducidos 

(TMX) respecto a sus respectivos wildtype (cKO+TMX: 64,9±3,4 vs WT+TMX: 124,6±7,6 

células Ki67+, p  0,01) (figs. 17A, B y C). El análisis estadístico mediante ANOVA de 

dos vías mostró una interacción significativa genotipo x tratamiento [F(1,19)=6,76, p  

0,05], además de un efecto significativo en la variable genotipo [F(1,19)=16,20, p   0,001]. 
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Por otro lado, la incorporación 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 administró el vehículo (aceite) (cKO+TMX: 82,4±3,5 vs cKO+aceite: 

124,8±3,6 células BrdU+, p  0,05). El análisis estadístico por ANOVA de dos vías reveló 

la existencia de una interacción significativa entre las variables genotipo x tratamiento 

[F(1,20)=10,90, p  0,01)]. 
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Figura 17. Efecto de la inducción del animal cKO para -catenina sobre la proliferación 
hipocampal. Imágenes representativas de la expresión de Ki67 en animales WT+TMX (A), y 
cKO+TMX para -catenina (B). Gráficas representando los valores del marcaje de Ki67 (C), y de 
la incorporación de BrdU (D). Resultados expresados como promedio±S.E.M., normalizados frente 
al grupo control vehículo. ANOVA de dos vías, seguido por un Newman-Keuls test. *p 0,05, **p

0,01. n=5-7 animales por grupo. Barra: 100 m. 

 

Teniendo en cuenta que los grupos tratados con vehículo (aceite) y los animales 

wildtype TMX no presentaban diferencias significativas en los niveles de -catenina, así 

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

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

 

2.2.2. EXPRESIÓN DE DOBLECORTINA (DCX) 
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Figura 18. Efecto de la reducción de los niveles de -catenina sobre la expresión del marcador de 
neurona inmadura doblecortina. Imágenes representativas de la expresión de DCX en el giro 
dentado de los animales WT+TMX (A) y cKO+TMX (B) Las gráficas representan el número de las 
células DCX+ (C), y el estudio de la arborización que presentan las neuronas DCX+ mediante un 
análisis Sholl (D). Resultados expresados como promedio±S.E.M. Prueba t de Student, datos no 
pareados. ANOVA de dos vías, seguido por Newman-Keuls test. **p  0,01 vs grupo WT. n=6-7 
animales por grupo. Barra: 100 m. 

 

Para comprobar si la disminución en proliferación en giro dentado de hipocampo se 

correlacionaba con cambios en la población neuronal inmadura, utilizamos el marcador 

específico doblecortina (DCX). El número 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 100,0±5,42 células 

DCX+, p 0,01) (fig. 18A, B y C). Mediante el análisis Sholl se determinó el número de 

intersecciones dendríticas como medida de la complejidad de la arborización dendrítica.  

 No apreciamos cambios en los animales cKO respecto a sus respectivos WT en el 

número 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 

ramificación dendrítica de las neuronas DCX+ entre los dos grupos experimentales. El 

análisis estadístico mediante ANOVA de dos vías mostró 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 proliferación y neurogénesis 

ligados a la reducción de los niveles de -catenina, se estudió 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 

administración 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 -catenina, mostró una disminución 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 -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: 0,14±0,03 vs WT: 0,30±0,04, p  

0,01). 

 

 

Figura 19. Efecto de la reducción de los niveles de -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. Análisis de 
supervivencia y diferencias estadísticas determinadas mediante el método de Kaplan Meier (C). 
**p  0,01. n=7-14 animales por grupo. 

 

 Novelty Supressed Feeding (NSF) Test  

 La reducción de -catenina en el hipocampo, está 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 natación forzada (Forced Swimming Test, FST) 

 El análisis del test de la natación forzada se realizó contabilizando los 4 últimos min 

(de los 6 min totales). Este periodo se dividió en dos episodios de 2 min cada uno (fig. 

20A). En cada uno de estos segmentos se analizó el tiempo de inmovilidad, conducta que 

refleja una manera pasiva de supervivencia que denota indefensión. 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. Además, los animales cKO sufrieron un aumento de la inmovilidad en 

los 2 últimos 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 adaptación al estrés con el 

tiempo. 

 

 Test de preferencia e ingesta de sacarosa 

 De manera paralela se estudió la conducta anhedónica de los animales, uno de los 

indicadores más claros del estado depresivo, mediante el test de preferencia por sacarosa y 

la ingesta de ésta (figs. 20B y 20C, respectivamente). El análisis mostró que los animales 

presentaban un estado anhedónico reflejado por un descenso del consumo de sacarosa en 

el test de la preferencia por sacarosa (cKO: 76,64±3,95 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 reducción de los niveles de -catenina en la zona subgranular del giro 
dentado sobre la conducta de tipo depresiva. Test de la natación forzada (A). Estado anhedónico 
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 NEUROQUÍMICOS 

2.4.1. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1A: ESTUDIOS IN 

VITRO 

 Fijación específica de [35S]GTP S mediada por la activación del receptor 5-

HT1A en homogeneizado de membranas 

La estimulación de los receptores 5-HT1A conlleva el acople y activación de 

proteínas Gi/o. Por ello, para determinar la funcionalidad o eficacia de dicho acople se 
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realizaron ensayos de fijación de [35S]GTP S en homogeneizados de membrana procedente 

de corteza prefrontal (PFCx). 

La estimulación de los receptores 5-HT1A en la PFCx (receptores postsinápticos) se 

realizó mediante curvas dosis-respuesta, utilizando el agonista selectivo 5-HT1A (±) 8-OH-

DPAT, pudiendo determinar los valores de estimulación máxima (Emax) y la concentración 

eficaz 50 (EC50) (fig. 21). En el grupo wildtype la Emax fue de 155,2±9,8%, expresado como 

porcentaje de estímulo con respecto a la fijación basal (100%). En los animales cKO para 

-catenina, la estimulación máxima de proteínas 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 parámetro farmacológico de potencia entre los grupos estudiados (fig. 

21B). 

 

Figura 21. Fijación específica de [35S]GTP S inducida tras la estimulación con el agonista 5-HT1A 
(±) 8-OH-DPAT en PFCx de ratones cKO para -catenina en la zona subgranular del giro dentado 
del hipocampo. Curvas concentración-respuesta de la estimulación por (±) 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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 Fijación específica de [35S]GTP S mediada por la activación del receptor 5-

HT1A en secciones cerebrales. 

 Los experimentos de autorradiografía funcional se realizaron con la finalidad de 

estudiar la funcionalidad del receptor de serotonina 5-HT1A en diferentes áreas cerebrales, 

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

 El estudio de la autorradiografía funcional del receptor 5-HT1A (figs. 22 y 23) 

mostró diferencias en la capacidad de fijación de [35S]GTP S estimulada por el agonista 5-

HT1A (±) 8-OH-DPAT entre los animales cKO para -catenina y los animales WT, en áreas 

en las que el receptor 5-HT1A tiene localización post-sináptica. En la mPFCx, los animales 

cKO presentaron una inhibición de la fijación de [35S]GTP S estimulada por (±) 8-OH-

DPAT 10 M del -82% frente a la estimulación en animales WT (p 0,001). En las 

diferentes áreas del hipocampo (CA1, CA2-3 y DG), se observó una reducción de la fijación 

de [35S]GTP S estimulada por la activación de los receptores 5-HT1A 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 hipotálamo también se 

apreció una reducción de la fijación de [35S]GTP S en animales cKO, del -140% y -131% 

respectivamente, con respecto a los animales wildtype (p 0,05 para ambas). En el núcleo 

dorsal del rafe y la amígdala, no se observaron cambios en la funcionalidad del receptor 5-

HT1A. 

En la tabla que se muestra a continuación, se exhiben los valores medios de los 

basales registrados en las áreas cerebrales de interés para este trabajo. La fijación basal de 

[35S]GTP S en los estudios de autorradiografía funcional fue mayor en mPFCx, hipocampo 

(áreas CA1, CA2-3 y giro dentado), y en hipotálamo de los animales cKO para -catenina 

con respecto a los animales WT (tabla 6). Este hecho, sin embargo, no afectó a los 

resultados presentados pues los valores de fijación absoluta (calculada mediante la 

sustracción a la estimulación de [35S]GTP S por (±) 8-OH-DPAT de su respectiva 

estimulación basal), presentan también una reducción significativa en el animal cKO para 

-catenina con respecto al WT en las mismas áreas descritas en la figura 23. 
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Figura 22. Autorradiogramas representativos de la fijación de [35S]GTP S 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 activación específica de los receptores 5-HT1A en ambos grupos (A’, B’ 
y C’, D’, respectivamente). Barra = 2 mm. 

 

Figura 23. Fijación específica de [35S]GTP S inducida por la activación de los receptores 5-HT1A 
en secciones coronales de cerebro de ratones cKO para -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, núcleo dorsal del rafe; mPFCx, corteza 
prefrontal medial; CPu, caudado-putamen; Hp, hipocampo (CA1, área CA1 del hipocampo; CA2-
3, áreas CA2 y CA3 del hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo); Amy, amígdala; Hyp, 
hipotálamo. 
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Tabla 6. Valores de fijación basal de [35S]GTP S (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, área CA1 del hipocampo; CA2-3, áreas CA2 y CA3 del hipocampo; 
DG, giro dentado del hipocampo); CPu, caudado-putamen; Hyp, hipotálamo; Amy, amígdala; y 
DRN, núcleo dorsal del rafe. 
 

 

 

 

2.4.2. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1A: ESTUDIOS IN 

VIVO 

 Evaluación de la hipertermia inducida por estrés 

En la hipertermia inducida por estrés (Stress-Induced Hyperthermia, SIH) se evaluó 

la temperatura corporal basal de los animales cKO para -catenina y sus respectivos WT, 

así como la temperatura inducida por estrés transcurridos 15 min. En este caso, la 

manipulación del animal para tomar la temperatura basal (sonda de temperatura rectal) 

actúa 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±0,22ºC, 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±0,23ºC, p 0,001), mientras que los animales cKO para -catenina no 

mostraron cambios. 

 

Figura 24. Temperatura corporal evaluada en estado inicial y 15 min tras la aplicación 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. p  0,001 WT t=15 vs WT t=0. n=16 animales 
por grupo.

 

 Evaluación de la hipotermia inducida por el agonista 5-HT1A (+) 8-OH-DPAT en 

animales cKO -catenina 

 El objetivo de este experimento, fue examinar in vivo la funcionalidad de los 

receptores 5-HT1A presinápticos los cuales inducen hipotermia corporal tras ser activados. 

Para ello se administró el agonista selectivo 5-HT1A (+) 8-OH-DPAT, y se tomó la 

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

La administración del agonista selectivo de los receptores 5-HT1A (+)-8-OH-DPAT 

a una dosis de 0,5 mg/kg (i.p.) promovió un descenso en la temperatura en los animales 

cKO -catenina similar a la observada en los animales WT (fig. 25A). El análisis estadístico 

mediante ANOVA de dos vías de medidas repetidas mostró 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 

interacción de ambos factores [F(12,132)=5,95, p 0,001]. 

Figura 25. Hipotermia inducida por la administración del agonista del receptor 5-HT1A (+) 8-OH-
DPAT 0,5 mg/kg (A), y 0,18 mg/kg (B), en animales cKO para -catenina y sus respectivos 
animales wildtype. Resultados expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías seguido de 
Newman-Keuls test, **p 0,01 y ***p < 0,001 WT (+) 8-OH-DPAT vs WT vehículo; #p < 0,05, 
##p 0,01 y ###p < 0,001 cKO (+) 8-OH-DPAT vs cKO vehículo; $$$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 existía un incremento de la funcionalidad de los 

receptores 5-HT1A presinápticos, se optó por usar una dosis más baja que la que produce el 

efecto hipotérmico máximo. La administración del agonista selectivo de los receptores 5-

HT1A (+) 8-OH-DPAT a una dosis de 0,18 mg/kg (i.p.) promovió un descenso en la 

temperatura en los animales cKO -catenina de magnitud superior a la observada en los 

animales WT (fig. 25B). El análisis estadístico por ANOVA de dos vías de medidas 

repetidas mostró 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 interacción de ambos factores [F(12,104)=5,18, p 

0,001]. El post-test mostró una mayor hipotermia inducida por el agonista selectivo 5-HT1A 

en los animales cKO -catenina 30 min después de su administración (p < 0,001) (fig. 19B). 

Los grupos de animales cKO -catenina y WT a los que se administró vehículo no 

mostraron cambios de temperatura significativos. 
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2.4.3. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1B 

 Fijación específica de [35S]GTP S mediada por la activación del receptor 5-

HT1B en secciones cerebrales: estudios in vitro 

 La activación de los receptores 5-HT1B, del mismo modo que los receptores 5-HT1A, 

implica la activación de proteínas Gi/o. Para determinar la capacidad de los receptores 5-

HT1B para activar estas proteínas G y su localización a nivel anatómico, se llevaron a cabo 

ensayos de autorradiografía funcional en secciones coronales de cerebro. Para determinar 

la fijación del radioligando [35S]GTP S inducida por el receptor 5-HT1B, se utilizó el 

agonista selectivo CP94,253 a una concentración de 10 M. 

 Como se puede observar en las figuras 26 y 27, los animales cKO para -catenina 

presentaron una reducción en la capacidad para fijar [35S]GTP S inducido por el agonista 

selectivo del receptor 5-HT1B CP94,253 en caudado-putamen (-77%) e hipotálamo (-59%) 

de los animales cKO -catenina, frente a la estimulación 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 fijación de [35S]GTP S 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 activación específica de los receptores 5-HT1B en ambos grupos (A’, B’ y C’, 
D’, respectivamente). Barra = 2 mm. 
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Figura 27. Fijación específica de [35S]GTP S mediada por el agonista selectivo 5-HT1B CP94,253 
en secciones coronales de cerebro de ratón. 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, área CA1 del hipocampo; CA2-
3, áreas CA2 y CA3 del hipocampo; DG, giro dentado); Hy: hipotálamo; Sn, sustancia negra. 

 

No se observaron diferencias en los niveles de fijación basal de [35S]GTP S entre 

animales cKO para -catenina y sus respectivos wildtype (tabla 7). 
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Tabla 7. Valores de fijación basal de [35S]GTP S (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, área CA1 del hipocampo, CA2-3, áreas CA2 y CA3 
del hipocampo, DG, giro dentado); Hy, hipotálamo; Sn, sustancia negra. 

 

 

 Evaluación de la hipotermia inducida por el agonista 5-HT1B CP94,253: 

estudios in vivo 

 La funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1B fue evaluada mediante la 

hipotermia corporal producida por la activación de estos receptores tras la administración 

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

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

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

dos vías reveló 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 interacción genotipo x tiempo [F(12,132)=5,77, p 

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

hipotermia inducida por la estimulación del receptor 5-HT1B 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 administración del agonista del receptor 5-HT1B CP94,253 
10 mg/kg, i.p., en animales cKO para -catenina y sus respectivos wildtype. Resultados expresados 
como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías seguido por un Newman-Keuls test. **p 0,01 y 
***p < 0,001 WT CP94,253 vs WT vehículo; ##p 0,01 y ###p < 0,001 cKO CP94,253 vs cKO 
vehículo; $$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 proteínas Gs, y mediante la técnica de 

fijación de [35S]GTP S no se obtienen buenos resultados debido a la escasa señal específica 

y elevada señal basal. Por ello, decidimos analizar la funcionalidad de este receptor en 

nuestros animales a través de la cuantificación de la acumulación de cAMP, efector 

downstream de la vía de señalización en la que participa, mediada por el receptor 5-HT4. 

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

-catenina 

 La cuantificación del cAMP producido por la estimulación de la enzima adenilato 

ciclasa, mediada por los receptores 5-HT4 se realizó en homogeneizados de estriado, 

estructura donde se encuentra la mayor densidad de este subtipo de receptor serotonérgico. 

La estimulación del receptor 5-HT4 se realizó utilizando el agonista selectivo para este 

receptor zacoprida (10 M). 
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Figura 29. Acumulación de cAMP mediada por la activación del receptor 5-HT4 (A), y cantidad 
basal de cAMP (B), en membranas de estriado de animales cKO para -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 -catenina en la capa subgranular del giro dentado del 

hipocampo, presentaron una reducción estadísticamente significativa en la acumulación de 

cAMP mediada por la estimulación 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 -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. EVALUACIÓN DE LA LIBERACIÓN DE NEUROTRANSMISORES 

EN CORTEZA PREFRONTAL: ESTUDIOS DE MICRODIÁLISIS 

 Para evaluar posibles cambios en la funcionalidad del sistema serotonérgico en los 

animales cKO para -catenina, se procedió al estudio de la liberación de los 

neurotransmisores 5-HT y glutamato en la corteza prefrontal medial. El glutamato, además 

de encontrarse modificado en depresión mayor (Sanacora et al, 2012), actúa en corteza 

regulando la activación de las neuronas serotonérgicas mediante la conexión PFCx-DRN 

(Celada et al, 2001). 
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Estudio de la liberación de serotonina 
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Figura 30. Efecto de la eliminación de -catenina de la SGZ del giro dentado del hipocampo sobre 
la liberación de 5-HT en mPFCx. Liberación de serotonina tras la infusión de veratridina (A y B) y 
la administración de fluoxetina (C y D). Los niveles de liberación basal se representan como inserto 
en las figuras A y C. Perfil de liberación temporal de serotonina tras la administración de veratridina 
(A) y fluoxetina (C), y área bajo la curva de ambos perfiles (B para veratridina y D para fluoxetina). 
Resultados expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías 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. 

 

 

 



Resultados

124

 

 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 administración del 

compuesto veratridina indujo una menor liberación de 5-HT en los animales cKO para -

catenina con respecto a los animales WT, evaluada mediante los valores del área 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 vías de medidas repetidas se observó 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 mostró un pico menor de liberación de 5-HT en los animales cKO 40 min 

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

Tras la administración de fluoxetina, no se observaron cambios en la liberación de 

serotonina (figs. 30C y D). Mediante ANOVA de dos vías de medidas repetidas solamente 

se observó un efecto significativo del tiempo [F(9,117)=10,19, p < 0,001] (fig. 30C). 

 

 Estudio de la liberación 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 infusión del 

compuesto veratridina no produjo cambios significativos en el área bajo la curva entre los 

animales cKO para -catenina y sus respectivos animales WT (fig. 31B). El ANOVA de 

dos vías de medidas repetidas mostró un efecto significativo del tiempo [F(7,98)=7,38, p < 

0,001], y de la interacción genotipo x tiempo [F(7,98)=2,28, p < 0,05] (fig. 25A). El post-

test Bonferroni mostró una mayor liberación de glutamato en animales cKO 80 min después 

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

 Tras la administración de aguda de fluoxetina sistémica, no se observaron cambios 

en la liberación de glutamato (figs. 31C y D). Por ANOVA de dos vías de medidas repetidas 

solamente mostró un efecto significativo del tiempo [F(9,144)=6,68, p < 0,001] (fig. 25C). 
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Figura 31. Efecto de la eliminación de -catenina de la SGZ del hipocampo sobre la liberación de 
glutamato en mPFCx. Liberación de glutamato tras la administración de veratridina (A y B) y de 
fluoxetina (C y D). Los niveles de liberación basal se representan como inserto en las figuras A y 
C. Perfil de liberación temporal de glutamato tras la administración de veratridina (A) y fluoxetina 
(C), y área bajo la curva de ambos perfiles (B para veratridina y D para fluoxetina). Resultados 
expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías 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 determinó el volumen hipocampal en animales 

cKO para -catenina y sus respectivos animales wildtype, a partir de imágenes tomográficas 

obtenidas mediante resonancia magnética nuclear. Diferentes autores describen la 

disminución en el tamaño de esta área en cerebros de pacientes diagnosticados de depresión 

mayor respecto a individuos sanos (Campbell et al, 2004; MacQueen et al, 2003; McKinnon 

et al, 2009). 

 

 
Figura 32. Evaluación del volumen hipocampal en ratones cKO para -catenina y sus respectivos 
WT. Representación del cálculo del volumen del hipocampo tras segmentación manual (A), y tras 
la caracterización del tiempo T2 de relajación (B) de esta estructura. Resultados expresados como 
promedio±S.E.M. n=6 animales por grupo. 

 

 Tras la obtención de las imágenes, se realizaron dos tipos de análisis para determinar 

la dimensión de la estructura cerebral, un primer estudio volumétrico mediante 

segmentación manual o ROI (Region of interest) (fig. 32A), y un segundo análisis en el que 

se realizó la caracterización de este tejido mediante su valor de relajación T2 (fig. 32B), 

que ha demostrado ser un indicador en otras enfermedades psiquiátricas (Ongur et al, 2010). 

En los dos tipos de análisis se obtuvieron resultados similares entre animales cKO para -

catenina y sus correspondientes animales WT. 
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2.6. RESPUESTA DEL RATÓN KNOCKOUT PARA -CATENINA 

AL TRATAMIENTO CON FÁRMACOS ANTIDEPRESIVOS 

 En este apartado se incluyen los cambios conductuales, neuroquímicos y 

moleculares producidos por la administración de compuestos con acción antidepresiva 

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

 

2.6.1. TRATAMIENTO CRÓNICO CON FLUOXETINA EN RATONES cKO 

-CATENINA: EFECTO CONDUCTUAL 

 Novelty Supressed Feeding Test  

 Un mes después de la inducción del knockout condicional para -catenina, se 

comenzó la administración durante 28 días del inhibidor selectivo del transportador de 

serotonina (SSRI) fluoxetina (20 mg/kg/día, i.p.). Transcurrido este periodo, los grupos 

cKO y WT tratados con fluoxetina, y sus respectivos grupos vehículo, se sometieron al test 

conductual novelty suppressed feeding, para evaluar la conducta ansioso/depresiva. 

Mediante ANOVA de dos vías se apreció el efecto significativo de la interacción genotipo 

x tratamiento [F(1,47)=4,44, p < 0,05]. Un análisis t de Student mostró una disminución 

significativa de la latencia en los animales wildtype tratados con fluoxetina frente al grupo vehículo 

(p < 0,05), mientras que no se observaron cambios en los animales cKO -catenina (fig. 33). Cabe 

destacar en este caso, que el análisis de la ingesta de comida posterior al test experimental 

mostró una mayor ingesta en los grupos tratados con fluoxetina frente a sus respectivos 

vehículos [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 crónico con fluoxetina sobre la conducta de los animales cKO 
para -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 administración de fluoxetina revertía el estado anhedónico 

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 crónico con fluoxetina indujo un incremento en la preferencia de sacarosa en 

los animales cKO frente a sus respectivos cKO vehículo (cKO Flx: 87,07±2,44 vs cKO veh: 

77,65, p < 0,05). Los resultados estadísticos obtenidos mediante ANOVA de dos vías 

indicaron un efecto significativo del genotipo ([F(1,23)=8,26; p 0,01]), y próximo a la 

significación estadística para el efecto del tratamiento [F(1,3)=4,25; p = 0,051]. 
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Figura 34. Efecto del tratamiento crónico con fluoxetina sobre el estado anhedónico en animales 
cKO para -catenina. Resultados expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías seguido 
de Newman-Keuls test. *p  0,05. n=5-8 animales por grupo. 

 

2.6.2. TRATAMIENTO SUBCRÓNICO CON RS67,333 EN RATONES cKO 

-CATENINA 

El agonista parcial del receptor 5-HT4 RS67,333 es un compuesto que presenta 

potencial antidepresivo en ensayos pre-clínicos (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo et al, 

2012). 

 Efecto del compuesto RS67,333 sobre la conducta 

 Novelty Supressed Feeding Test  

 La administración sub-crónica (7 días) del compuesto RS67,333 (1,5 mg/kg/día, 

i.p.), produjo un efecto de tipo antidepresivo en los animales cKO para -catenina respecto 

al grupo cKO vehículo. Los animales cKO para -catenina a los que se administró vehículo, 

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 -catenina tratados con RS67,333 durante 7 días 

mostraron una disminución en el tiempo de latencia (cKO RS: 229,1±37,0 vs cKO VEH: 

381,9±60,7, p < 0,05) (fig. 35A). El análisis estadístico por ANOVA de dos vías reveló la 

existencia de un efecto significativo del genotipo [F(1,30)=4,71, p < 0,05], y de la 
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interacción genotipo x tratamiento [F(1,30)=4,56, p < 0,05]. No se observaron diferencias 

significativas en la ingesta de comida posterior al test. 

 

Figura 35. Efecto conductual en el NSF de la administración durante 7 días del compuesto 
RS67,333 en el cKO -catenina y sus respectivos animales WT. Tiempos de latencia en los 
diferentes grupos experimentales (A y B). Representación del tiempo de latencia mediante curvas 
de Kaplan-Meier (B). Resultados expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías 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-crónico con RS67,333 sobre la funcionalidad del 

sistema serotonérgico 

 A continuación, evaluamos si el efecto de tipo antidepresivo/ansiolítico observado 

en los animales cKO para -catenina tras la administración del compuesto RS67,333 iba 

acompañado de una modulación del sistema serotonérgico. 

Efecto del tratamiento con RS67,333 en ratones cKO -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 vehículos, se determinó mediante ensayos de fijación de [35S]GTP S en 

homogeneizados de membranas de PFCx (fig. 36A). Los valores de estimulación máxima 

(Emax) de la fijación de [35S]GTP S mediada por la estimulación 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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administración subcrónica del agonista parcial RS67,333 produjo en los animales cKO un 

incremento de los valores de Emax (cKO RS: 142.5±4,8 vs cKO VEH: 122.4±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 análisis estadístico ANOVA de dos vías de los valores 

de Emax reveló una tendencia en la variable genotipo [F(1,22)=4,28, p = 0,051]. Los grupos 

experimentales no presentaron diferencias en los valores de fijación basal. 
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Figura 36. Efecto del tratamiento subcrónico con RS67,333 sobre la fijación específica de 
[35S]GTP S inducida por el agonista selectivo 5-HT1A (±) 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 -catenina en la 

funcionalidad de los receptores 5-HT4 

 También se estudió la funcionalidad de los receptores 5-HT4 valorando la 

acumulación de cAMP inducida por el agonista 5-HT4 zacoprida en animales cKO -

catenina y sus respectivos animales WT, tratados durante 7 días con el compuesto 

RS67,333. Los animales cKO -catenina presentaron una disminución significativa de la 

acumulación 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 días con 

el agonista parcial 5-HT4 RS67,333 indujo un descenso en la acumulación 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 -catenina (fig. 37A). El análisis 

estadístico con ANOVA de dos vías demostró 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). 

 

 

Figura 37. Influencia de la administración de RS67,333 durante 7 días sobre la actividad de la 
adenilato ciclasa tras la activación del receptor 5-HT4 en homogeneizados de estriado ratón por el 
agonista 5-HT4 zacoprida (10 M). (A) y sobre la cantidad basal de cAMP (B). Resultados 
obtenidos Resultados expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías seguido de 
Newman-Keuls test. **p < 0,01. n=4 animales por grupo. 
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3. CARACTERIZACIÓN DEL RATÓN QUE 

ESTABILIZA -CATENINA 

 En este apartado se caracterizaron los animales en los que mediante manipulación 

genética se evita la degradación de -catenina en la zona subgranular del giro dentado del 

hipocampo, mediante la eliminación del exón 3 de esta proteína. Del mismo modo que en 

el animal cKO para -catenina, en los animales que estabilizan -catenina (cST) se 

estudiaron los efectos conductuales, neuroquímicos y moleculares de dicha manipulación. 

 

3.1. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE -CATENINA EN 

HIPOCAMPO 

 Los niveles de expresión de -catenina en la capa subgranular del giro dentado del 

hipocampo se determinaron mediante inmunohistoquímica tras la inducción del transgénico 

mediante la administración de tamoxifeno (1mg/día, i.p., durante 5 días), utilizando aceite 

de maíz para los grupos vehículo. Un mes después de la inducción del transgénico no se 

observaron cambios en la acumulación de -catenina (fig. 38A). El análisis estadístico 

mediante ANOVA de dos vías mostró un efecto significativo de la variable tamoxifeno 

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

Tomando un tiempo más corto después de la inducción del transgénico, 12 h 

después, el análisis de la expresión de -catenina en la SGZ del hipocampo, no mostró 

cambios significativos, si bien se observó una tendencia al incremento en animales que 

estabilizan -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). El ANOVA de dos vías mostró 

un efecto significativo de la interacción entre las variables genotipo y tamoxifeno 

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

 

3.2. ESTUDIOS DE MARCADORES DE PROLIFERACIÓN Y 

NEUROGÉNESIS EN HIPOCAMPO 

3.2.1. EXPRESIÓN DE MARCADORES DE PROLIFERACIÓN 

 Con el objetivo de valorar la influencia de la estabilización de -catenina sobre 

marcadores de proliferación en la SGZ del hipocampo, realizamos experimentos de 

inmunohistoquímica para cuantificar las células que expresan el marcador nuclear de 

proliferación Ki67, como de las células que han incorporado BrdU 1 mes después de la 

inducción del transgénico. En el estudio de la expresión del marcador de proliferación Ki67 

se observó un incremento en los animales cST tras la administración de tamoxifeno, con 

respecto a los animales wildtype tratados con tamoxifeno (cST+TMX: 163,7±14,9 vs 

WT+TMX: 112,9±7,6 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 análisis estadístico mediante ANOVA de dos vías reveló 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 análisis de la incorporación del análogo sintético de la 

timidina BrdU, no mostró diferencias en ninguno de los grupos estudiados (fig. 39B). 
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Figura 39. Efecto de la inducción del animal cST sobre la proliferación hipocampal determinada 
por la expresión de la proteína nuclear Ki67 (A), y la incorporación de BrdU (B). Resultados 
expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías seguido de Newman-Keuls test. *p  0,05.
n=4-10 animales por grupo. 

 

Como ya se ha descrito para el animal cKO -catenina, al observar que los grupos 

WT y cKO tratados con vehículo (aceite) y el grupo wildtype al que se administró 

tamoxifeno no presentaban diferencias significativas en los niveles de -catenina, ni en los 

niveles de los parámetros asociados a proliferación (Ki67 y BrdU), se decidió realizar el 

resto de los experimentos sólo con los grupos WT y cST tratados con tamoxifeno, y 

reduciendo así el número de animales a emplear en los futuros experimentos. 

 

3.2.2. EXPRESIÓN DE DOBLECORTINA (DCX) 

 Seguidamente, se evaluó si los cambios observados en proliferación se 

correlacionaban con cambios en la población de neuronas inmaduras, cuyo marcador 

específico es la proteína doblecortina (DCX). Como se ha descrito para los animales cKO, 

realizamos un análisis Sholl del marcaje obtenido con DCX para comprobar el estado de la 

arborización en estas nuevas neuronas DCX+, y así comprobar si la estabilización de -

catenina inducía cambios en la densidad dendrítica. En la figura 40 se muestran los 

resultados obtenidos en ambos estudios no observándose cambios entre los dos grupos 

experimentales (cST y WT) ni en el número de células DCX positivas, ni en su 

arborización. Un ANOVA de dos vías con los datos de la arborización dendrítica reveló un 

efecto significativo en la variable distancia al soma [F=(29,290)=89,78, ***p < 0,001]. 

 



Resultados

136

Figura 40. Efecto sobre el número de neuronas que expresan doblecortina generadas en la zona 
subgranular del giro dentado del hipocampo tras la inducción del animal transgénico (A), así como 
sobre la complejidad dendrítica en las células DCX+ (B). Resultados expresados como 
promedio±S.E.M. Prueba t Student, datos no pareados (A). ANOVA de dos vías seguida de 
Newman-Keuls test (B). n=5-7 animales por grupo. 

 

3.3. ESTUDIOS CONDUCTUALES 

 Una vez confirmado el incremento en proliferación tras la estabilización de -

catenina, se estudió el fenotipo comportamental de los animales un mes después de la 

administración de TMX mediante diferentes test conductuales que evalúan 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 cST -

catenina en SGZ del hipocampo, no mostró cambios con respecto al grupo wildtype (fig. 

41A). 
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Figura 41. Efecto de la estabilización de -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. Análisis de 
supervivencia y diferencias estadísticas 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 evaluó la conducta ansiosa pura, sin componente emotivo o de 

recompensa. No se observaron diferencias entre los dos grupos experimentales evaluados 

(cST y WT) (fig. 41B). 

 

Novelty Supressed Feeding Test (NSF) 

 Los animales transgénicos mostraron un fenotipo de tipo ansiolítico/anti-depresivo 

en el NSF, evidenciado por la disminución 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 duración del post-test. 

 

3.3.2. CONDUCTA DE TIPO DEPRESIVA 

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

 Para el análisis del FST, el tiempo de duración de la prueba, se dividió en episodios 

de dos minutos cada uno y se analizaron los tiempos de inmovilidad, natación (swimming) 

y escalada (climbing). Los tiempos de inmovilidad (fig. 42A) y natación (fig. 42C) no 

mostraron diferencias entre el grupo cST y el grupo WT. El análisis del tiempo de escalada 

mostró una mayor conducta de este tipo en los animales cST con respecto a sus animales 

WT en los dos últimos 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 último, se estudió el efecto sobre la anhedonia de la estabilización de -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 estabilización de -catenina sobre la conducta tipo depresiva. Conductas de 
inmovilidad (A), escalada (B), y natación (C) en el test de la natación 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 NEUROQUÍMICOS 

3.4.1. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1A: ESTUDIOS IN 

VITRO 

 De forma paralela a lo realizado con los animales cKO -catenina, quisimos estudiar 

si el efecto conductual observado en los animales que estabilizan -catenina en la zona 

subgranular del hipocampo, estaba asociado a cambios en el sistema serotonérgico, debido 

a la importante implicación de este sistema en la respuesta a fármacos antidepresivos.  
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Fijación específica de [35S]GTP S mediada por la activación del receptor 5-HT1A en 

secciones cerebrales 

 El estudio de autorradiografía funcional del receptor 5-HT1A mediante fijación de 

[35S]GTP S tras estimulación por el agonista selectivo (±) 8-OH-DPAT 10 M, mostró una 

menor estimulación en el núcleo 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 áreas estudiadas. 

 

 

 

Figura 43. Autorradiogramas representativos de la fijación de [35S]GTP S inducida por (±)8-OH-
DPAT en el DRN. La figura refleja las estimulaciones basales en el grupo WT (A) y el grupo cST 
(B), y las estimulaciones tras la activación específica de los receptores 5-HT1A en ambos grupos (A’ 
y B’ respectivamente). Barra = 2 mm. 
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Figura 44. Fijación de [35S]GTP S mediada por la activación de los receptores 5-HT1A en ratones 
con -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: núcleo dorsal del rafe; mPFCx: corteza 
prefrontal medial; CPu: caudado-putamen; Hp: hipocampo (CA1, área CA1 del hipocampo; CA2-
3, áreas CA2 y CA3 del hipocampo; DG, giro dentado); Amy, amígdala; Hyp, hipotálamo. 

 

La fijación de [35S]GTP S basal no presentó diferencias en ninguna estructura entre los dos 

grupos experimentales estudiados (tabla 8). 
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Tabla 8. Valores de fijación basal de [35S]GTP S (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, área CA1 del hipocampo; CA2-3, áreas CA2 y 
CA3 del hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo), CPu, caudado-putamen; Hyp, hipotálamo, 
Amy, amígdal; y DRN, núcleo dorsal del rafe. 
 

 

 

3.4.2. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1A: ESTUDIOS IN 

VIVO 

Evaluación de la hipertermia inducida por estrés (SIH) 

Como se describió en el apartado del animal cKO, en la SIH se evaluó la 

temperatura corporal basal de los animales cST y WT, así 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 aplicación del estrés (cST t=15 min: 37,65±0,01 vs cST t=0 min: 36,65±0,17ºC, p < 

0,001), de magnitud similar a los animales WT (WT t=15 min: 37,66±0,08 vs WT t=0 min: 

36,23±0,17ºC, p  0,001) (fig. 45). 
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Figura 45. Temperatura corporal evaluada en estado inicial y 15 min después de la aplicación del 
agente estresante. Resultados expresados como promedio±S.E.M. Prueba t Student, datos pareados. 

p  0,001 WT t=15 vs WT t=0, ***p < 0,001 cST t=15 vs cST t=0. n=16 animales por grupo.

 

Evaluación de la hipotermia inducida por el agonista 5-HT1A (+) 8-OH-DPAT en 

animales -catenina cST 

La valoración de la hipotermia inducida por un agonista selectivo para el receptor 

5-HT1A nos permitió examinar la funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1A pre-

sinápticos. Para ello se administró el agonista selectivo 5-HT1A (+) 8-OH-DPAT y se tomó 

la medida corporal cada 15 min, durante 1 h. La administración del agonista selectivo del 

receptor 5-HT1A (0,5 mg/kg, i.p.) promovió un descenso de la temperatura 

significativamente menor en los animales cST, con respecto al grupo WT 15 minutos (cST: 

-1,36±0,18 vs WT: -2,16±0,32ºC, p  0,01), 30 min (cST: -1,43±0,26 vs WT: -2,13±0,36ºC, 

p  0,01), 45 min (cST: -0,94±0,15 vs WT: -1,56±0,33ºC, p  0,05) y 60 min (cST: -

0,62±0,11 vs WT: -1,17±0,29ºC, p  0,05) tras su administración (fig. 46). El análisis 

estadístico mediante ANOVA de dos vías reflejó 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 

interacción genotipo y tiempo [F(12,112)=15,67, p  0,001]. La administración de vehículo 

(suero salino) no alteró la respuesta hipotérmica en ninguno de los dos grupos estudiados.  
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Figura 46. Hipotermia inducida por la administración del agonista del receptor 5-HT1A (+) 8-OH-
DPAT 0,5 mg/kg en animales cST para -catenina y sus correspondientes WT. Resultados 
expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías seguido de Newman-Keuls test. ***p < 
0,001 WT (+) 8-OH-DPAT vs WT vehículo; ##p 0,01 y ###p < 0,001 cST (+) 8-OH-DPAT vs 
cST vehículo; $p 0,05, $$p 0,01 cST (+) 8-OH-DPAT vs WT (+) 8-OH-DPAT. n=7-9 animales 
por grupo. 

 

3.4.3. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1B 

 La activación de los receptores 5-HT1B, del mismo modo que los receptores 5-HT1A, 

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

Fijación específica de [35S]GTP S mediada por la activación del receptor 5-HT1B en 

secciones cerebrales: estudios in vitro 

 Mediante estudios de autorradiografía funcional se evaluó la fijación de [35S]GTP S 

mediada por la activación de los receptores 5-HT1B por el agonista selectivo CP94,253 (10 

M). Se observó un aumento significativo de la fijación de [35S]GTP S en el área CA1 del 

hipocampo de los animales cST -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 fijación de [35S]GTP S 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 activación específica de los receptores 5-HT1B en ambos grupos (A’, B’ y C’, 
D’, respectivamente). Barra = 2 mm. 

 

Figura 48. Fijación específica de [35S]GTP S mediada por el agonista selectivo 5-HT1B CP94,253 
en secciones coronales de cerebro de ratón cST -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 
(CA1, área CA1 del hipocampo; CA2-3, área CA2 + CA3 del hipocampo; DG, giro dentado); Hyp 
hipotálamo; Sn, sustancia negra. 
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Los valores medios basales de la fijación de [35S]GTP S (tabla 9) en las diferentes 

áreas cerebrales estudiadas en este trabajo, no mostraron diferencias entre los animales cST 

para -catenina y sus respectivos animales control. 

 

Tabla 9. Valores de fijación basal de [35S]GTP S (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, área CA1 del hipocampo; CA2-3, áreas CA2 y 
CA3 del hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo); CPu, caudado-putamen; Hyp, hipotálamo; 
Amy, amígdala; y Sn, sustancia negra. 

 

 

Evaluación de la hipotermia inducida por el agonista 5-HT1B CP94,253: estudios in 

vivo 

 Para valorar la funcionalidad de los receptores de serotonina 5-HT1B in vivo 

evaluamos la hipotermia mediada tras la estimulación de los receptores 5-HT1B con el 

agonista selectivo CP94,253 (10 mg/kg, i.p.). Los resultados de hipotermina inducida por 

CP94,253 de los animales cST -catenina y WT fueron similares. (fig. 49). En este caso, el 

análisis mediante ANOVA de dos vías mostró 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 interacción 

genotipo y tiempo [F(12,96)=7,56, p 0,001]. 

 



Resultados

147

 

Figura 49. Hipotermia inducida por la administración del agonista del receptor 5-HT1B CP94,253 
10 mg/kg en animales cST y WT para -catenina. Resultados expresados como promedio±S.E.M. 
ANOVA de dos vías seguido de Newman-Keuls test. ***p < 0,001 WT CP94,253 vs WT vehículo; 
###p < 0,001 cST CP94,253 vs cST vehículo. n=6-9 animales por grupo. 

 

3.5. MODELO DE CORTICOSTERONA CRÓNICA EN 

ANIMALES cST -CATENINA 

 Tras observar la conducta de tipo antidepresiva, y los cambios moleculares y 

neuroquímicos, similares a los descritos en la terapia antidepresiva, presentes en los 

animales cST tras la estabilización de -catenina, decidimos estudiar si estos cambios 

producían un fenotipo “resistente” a la depresión. Para ello, sometimos a estos animales 

cST a un modelo animal de depresión con gran validez como el modelo de administración 

crónica de corticosterona (Gourley & Taylor, 2009). 

 

3.5.1. CAMBIOS CONDUCTUALES 

 Un mes después de la inducción del animal transgénico, se administró a los animales 

la corticosterona en la bebida durante 4 semanas más. Transcurrido este tiempo, los 

animales fueron sometidos a diversos test conductuales —NSF, FST y test de la preferencia 

de sacarosa—, pudiendo así evaluar las conductas ansioso/depresivas de estos animales. 
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En el NSF (fig. 50A), el grupo cST mostró una menor latencia frente a los animales 

WT dos meses después de la inducción del animal transgénico (cST+AGUA: 111,3±28,9 

vs WT+AGUA: 366,8±35,2 s, p < 0,01). El tratamiento crónico con corticosterona indujo 

un incremento significativo del tiempo de latencia a comer tanto en el animal WT 

(WT+CORT: 539,4±34,3 vs WT+AGUA: 366,8±35,2 s, p < 0,05), como en el cST -

catenina (cST+CORT: 301,0±80,6 vs cST+AGUA 111,3±28,9 s, p < 0,05). La latencia en 

los animales cST sometidos al modelo de corticosterona crónica fue significativamente 

menor que en WT modelo (cST+CORT: 301,0±80,6 vs WT+CORT: 539,4±34,3 s, p < 

0,05). El análisis estadístico mediante ANOVA de dos vías mostró 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 evaluación de la ingesta durante en post-test mostró 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 vehículos (p < 

0,01). 

Los resultados obtenidos en el FST (fig. 50B) van en línea con los anteriores. Los 

animales cST vehículo 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 

administración crónica de corticosterona provocó 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 

presentó 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 estadístico mediante ANOVA de dos vías reveló 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 observó el efecto 

de la corticosterona en los animales WT los cuales presentaron estado anhedónico 

(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 análisis estadístico con ANOVA de 
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dos vías reflejó un efecto significativo en la variable modelo de corticosterona 

[F(1,32)=13,34, p < 0,001]. 

 

 

Figura 50. Efecto sobre la conducta de tipo ansioso/depresiva de los animales cST -catenina 
expuestos a la administración crónica de corticosterona como modelo de depresión. Conducta en el 
NSF (A), FST (B) y preferencia por sacarosa (C). Resultados expresados como promedio±S.E.M. 
ANOVA de dos vías 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. CARACTERIZACIÓN CONDUCTUAL, 

NEUROQUÍMICA 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 

administró mediante coordenadas estereotáxicas: A) una mezcla de dos siRNAs específicos 

contra mTOR, y B) vehículo (líquico cefalorraquídeo artificial, LCRa) en corteza 

infralímbica (IL) o en corteza prelímbica (PL). Además, se infundió siRNA no-sentido 

(siRNA ns), sólo en corteza infralímbica. Tras una única administración de los siRNAs 

contra mTOR, siRNA ns, o LCRa en estas áreas cerebrales se evaluó el comportamiento de 

tipo ansioso/depresivo de los animales mediante varios de los test conductuales más 

aceptados en la validación de fármacos ansiolíticos/antidepresivos. 

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

 24 h después de la administración de los siRNAs selectivos para mTOR en corteza 

IL, se observó un incremento del tiempo de inmovilidad en el test de la natación 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: 173,0±6,2 vs siRNA ns: 
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134,4±5,9 s, p < 0,01) (fig. 51A). El grupo siRNA ns no mostró 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 prescindió del grupo siRNA ns, al no observarse, 

tras la infusión de los siRNAs contra mTOR, diferencias conductuales con los animales a 

los que se administró LCRa. 

 

 

Figura 51. Efecto de la infusión 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 infusión 
de siRNAs para mTOR 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 suspensión de la cola (Tail Suspension Test, TST) 

 48 h después de la infusión de los siRNA para mTOR y sus respectivos controles, 

se observó un incremento de la inmovilidad en los animales en los que se silenció mTOR 

en corteza IL, con respecto al grupo al que se le administró LCRa (siRNA mTOR: 

187,7±6,3 vs LCRa: 155,2±7,4 s, p < 0,01), y al grupo de siRNA ns (siRNA mTOR: 

187,7±6,3 vs siRNA-ns: 162,7±9,4 s, p < 0,05) (fig. 52A). El grupo siRNA ns no presentó 

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

 Los animales a los que se administró 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 describió en el test de la natación forzada. En este experimento 

se prescindió del grupo siRNA ns, al no observarse, tras la infusión de los siRNAs contr 

mTOR, diferencias conductuales con los animales a los que se administró LCRa. 

 

 

Figure 52. Efecto de la infusión de siRNAs contra mTOR en la mPFCx sobre la conducta de tipo 
depresiva en el TST. Se observó un incremento del tiempo de inmovilidad en los animales en los 
que se silenció 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 realizó la evaluación 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 silenció 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 infundió LCRa), en 

parámetros de movilidad, y de ansiedad evaluados en este test conductual. En este 

experimento, se prescindió del grupo siRNA ns, al no haber mostrado en el experimento 

previo diferencias conductuales con los animales a los que se administró LCRa. 
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Figure 53. Efecto de la infusión 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 infusión de siRNA mTOR en 
corteza IL (A, B) o corteza PL (C, D) no provocó 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 llevó a cabo una 

hibridación in situ utilizando sondas específicas 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, así como en las diferentes subestructuras que conforman el hipocampo. 

Expresión del mRNA de mTOR tras su silenciamiento en corteza IL y corteza PL 

 La infusión del siRNA para mTOR en corteza infralímbica (IL), produjo una 

reducción significativa (p < 0,001) de la expresión del mRNA para esta proteína en la región 

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 expresión de mTOR en la región IL contralateral. Por ANOVA de dos vías, 

estos datos mostraron un efecto significativo del silenciamiento [F(3,59)=18,25, p < 0,001]. 

 

 
Figura 54. Efecto de la infusión de siRNAs contra mTOR en la corteza IL sobre la expresión del 
mRNA de mTOR en las cortezas IL (A) y PL (B). Los resultados se expresan como valores relativos 
de densidad óptica, promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías, 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 infusión; ipsi: lado ipsilateral al de infusión. 
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La infusión del siRNA para mTOR en corteza IL también produjo la disminución 

de expresión de mRNA para mTOR en la región ipsilateral de la corteza PL en el nivel 

anteroposterior AP3 (p < 0,05), así como en las regiones adyacentes anterior AP2 y 

posterior AP4 (p < 0,05; fig. 54B); sin cambios en la región contralateral. El análisis de 

varianza por ANOVA de dos vías con los datos de la expresión de mTOR en corteza PL 

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

Tras la infusión en la corteza prelímbica (PL) de siRNAs para mTOR se observó 

una disminución 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 área 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 expresión de 

mTOR en la región contralateral. Mediante ANOVA de dos vías de estos datos se observó 

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

Los niveles de expresión de mTOR en la corteza IL no se vieron modificados de 

forma significativa en los animales en los que se infundió siRNAs contra mTOR en la 

corteza PL (fig. 55B). Por ANOVA de dos vías, 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 administración de siRNA contra mTOR en la corteza PL sobre la expresión 
del mRNA de mTOR en las cortezas PL (A) e IL (B). Los resultados se expresan como valores 
relativos de densidad óptica. Resultados expresados como promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías 
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 infusión; ipsi: lado 
ipsilateral al de infusión. 
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Expresión del mRNA de BDNF tras el silenciamiento de mTOR en las cortezas IL y 

PL 

 Tras confirmar la disminución de los niveles de mRNA de mTOR en las regiones 

silenciadas de la mPFCx, se evaluaron los niveles del mRNA de BDNF en diferentes áreas 

cerebrales como la mPFCx (cortezas IL y PL), y el hipocampo (áreas CA1 y CA2-CA3, y 

giro dentado) mediante hibridación in situ sobre secciones coronales. 

 

 

Figura 56. Efecto de la infusión de siRNAs contra mTOR en la corteza IL sobre la expresión de 
BDNF en diferentes áreas cerebrales: corteza IL (A), corteza PL (B), área CA1 del hipocampo (C), 
áreas CA2-3 del hipocampo (D) y giro dentado del hipocampo (E). Los resultados se expresan como 
valores relativos de densidad óptica; promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías seguido de Newman-
Keuls test. *p < 0,05, **p < 0,01 vs LCRa. n=5 animales por grupo. Contra: lado contralateral al de 
infusión; ipsi: lado ipsilateral al de infusión. 

 

En los animales en los que se realizó el silenciamiento unilateral de mTOR en la 

corteza IL se observó un descenso significativo de la expresión de BDNF en la corteza IL 

ipsilateral (p < 0,01), y contralateral (p < 0,01) (fig. 56A). En la corteza PL se redujo la 

expresión de BDNF tan solo en el lado ipsilateral (p < 0,05), no observándose cambios 

significativos en el contralateral (fig. 56B). La expresión 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 vías los valores obtenidos en corteza IL mostraron un efecto significativo 

de las variables lado de infusión [F(1,16)=7,49, p < 0,05], y silenciamiento [F(1,16)=26,98, 

p < 0,001]. En la corteza PL, un ANOVA de dos vías también mostró un efecto significativo 

de la variable silenciamiento [F(1,16)=13,86, p < 0,01]. 

 

 

Figura 57. Efecto de la infusión de siRNAS contra mTOR en la corteza PL sobre la expresión de 
BDNF en corteza IL (A), corteza PL (B), área CA1 del hipocampo (C), áreas CA2-3 del hipocampo 
(D) y giro dentado del hipocampo (E). Los resultados se expresan como valores relativos de 
densidad óptica, promedio±S.E.M. ANOVA de dos vías seguido de Newman-Keuls test. **p < 0,01 
vs LCRa. n=5 animales por grupo. Contra: lado contralateral al de infusión; ipsi: lado ipsilateral al 
de infusión. 

 

Por otro lado, en los animales en los que se realizó el silenciamiento unilateral de 

mTOR en la corteza PL se apreció una disminución de la expresión 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 áreas contralaterales (fig. 57B). No se encontraron diferencias significativas en los 

niveles de expresión de BDNF en hipocampo (figs. 57C, D y E). El ANOVA de dos vías 

con los valores obtenidos en la corteza IL mostró un efecto significativo de la variable 

silenciamiento [F(1,16)=20,84, p < 0,001]. En la corteza PL, mediante ANOVA de dos vías 

se observó un efecto significativo de las variables lado de infusión [F(1,16)=18,41, p < 
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0,001], y silenciamiento [F(1,16)=18,41, p < 0,001]. En las áreas CA2-3 del hipocampo, se 

observó un efecto significativo del silenciamiento [F(1,16)=4,64, p < 0,05]. También el 

giro dentado del hipocampo presentó un efecto significativo de la variable silenciamiento 

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

 

4.1.3. MODULACIÓN DE LA LIBERACIÓN DE SEROTONINA EN 

NÚCLEO DORSAL DEL RAFE TRAS EL SILENCIAMIENTO DE mTOR EN 

LA CORTEZA IL 

 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 administración aguda del pool de siRNAs contra mTOR en corteza IL, a nivel del 

núcleo dorsal del rafe (DRN). La elección de este sistema monoaminérgico cerebral se 

centró 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 

implicación de este sistema de neurotransmisión en la patología. 

Los niveles basales del neurotransmisor serotonina no mostraron diferencias entre 

los animales con mTOR silenciado en corteza infralímbica y los animales control (LCRa) 

(figs. 58A y C, insertos). Además, la infusión intra-DRN del inhibidor de canales de sodio 

veratridina no se vio modificada por el silenciamiento de mTOR en corteza infralímbica 

(figs. 58A y B). 

La infusión de bicuculina intra-DRN 48 h después del silenciamiento de mTOR en 

corteza IL, produjo un diferente patrón de liberación de serotonina tras la infusión de este 

antagonista GABAA a una concentración de 100 μM, sin cambios significativos tras la 

administración de 30 μM (fig. 58C). Así, la infusión de bicuculina 100 μM mostró un 

rápido pico de liberación de serotonina en los animales silenciados para mTOR en IL, 

mientras que en los animales control, el incremento de la liberación de serotonina fue 

mantenido. El estudio estadístico mediante ANOVA de dos vías de medidas repetidas en 

los experimentos de microdiálisis in vivo, tras la administración de bicuculina 30 μM, 

mostró un efecto significativo del tiempo [F(5,35)=5,26, p < 0,01], y de la interacción 

silenciamiento y tiempo [F(5,35)=2,94, p < 0,05]. El análisis mediante ANOVA de dos vías 

del efecto de la infusión de 100 μM bicuculina, presentó un efecto significativo de la 
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interacción silenciamiento x tiempo [F(5,35)=7,81, p < 0,001]. En ninguna de las 

condiciones se observaron diferencias en el área bajo la curva del perfil de liberación de 

serotonina (figs. 58 A y C). 

 

 

Figure 58. Respuesta al silenciamiento agudo de mTOR en la corteza IL sobre la liberación de 5-
HT. Valores obtenidos tras la administración 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 área bajo la curva del nivel de serotonina para los valores tras 
la infusión de veratridina (B) y de bicuculina (D). Resultados expresados como promedio±S.E.M. 
ANOVA de dos vías, seguida de Bonferroni test. *p  0,05 vs grupo control. n=4-5 animales por 
grupo. 
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4.2. SILENCIAMIENTO SUBCRÓNICO DE mTOR 

4.2.1. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE mTOR EN CORTEZA IL 

SOBRE LA CONDUCTA 

 Después del silenciamiento subcrónico (al menos cinco días) de infusión del pool 

de siRNAs específicos contra mTOR en corteza IL, ambos grupos de animales (controles 

y siRNA mTOR), fueron sometidos a una batería de test comportamentales (fig. 14, 

Material y Métodos), con el fin de verificar la influencia de la reducción de los niveles de 

mTOR en el fenotipo conductual ansioso/depresivo. 

 

CONDUCTA DE TIPO ANSIOSA 

 Test de campo abierto (Open Field test, OF) 

 Cinco días después de la cirugía, se evaluó 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 observándose ninguna diferencia significativa en los 

parámetros estudiados. 

 

Novelty Supressed Feeding test (NSF) 

 Con este test se quiso evaluar la conducta ansiosa con componente emocional (tipo 

ansioso/depresiva). Al octavo día de la infusión de los siRNAs para mTOR en corteza IL, 

se sometió a los animales a este test después de 24h de deprivación de alimento. Este test 

no mostró diferencias significativas entre los grupos en el tiempo de latencia (fig. 59C), 

parámetro característico 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 infusión subcrónica 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, representación en forma de 
curvas de supervivencia donde se puede apreciar para cada tiempo, el número 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 anhedónico, uno de los síntomas más claros en la patología depresiva, se 

evaluó pasados seis días del comienzo de la infusión de las moléculas de siRNAs en la 

corteza IL. Los animales en los que se infundió mTOR presentaron una reducción 

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 infusión subcrónica de siRNAs contra mTOR sobre el estado de tipo 
depresivo, evaluado mediante el porcentaje de preferencia de sacarosa frente a ingesta total de 
líquido (conducta anhedónica) (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 suspensión 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 parámetro a determinar es el tiempo de 

inmovilidad de los animales. En el noveno día de tratamiento se realizó 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). 

 

4.2.2. CAMBIOS MOLECULARES TRAS EL SILENCIAMIENTO 

SUBCRÓNICO DE mTOR EN LA CORTEZA IL 

 Efecto de la infusión subcrónica de siRNAs para mTOR en corteza IL sobre la 

expresión de c-Fos 

 La expresión de genes de acción temprana es ampliamente utilizada como 

marcadores moleculares para activación de neuronas que sufren cambios plásticos, como 

aquellas implicadas en la formación de la memoria o implicadas en la respuesta a estrés. 

Por ello se escogió la expresión de c-Fos, para establecer una conexión entre el 

comportamiento de nuestros animales con cambios celulares. 
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 El análisis de la inmunoreactividad de c-Fos se realizó tanto en la mPFCx, cortezas 

IL y PL, como en el DRN, por ser esta última estructura un área de proyección de la anterior. 

Ninguna de las áreas estudiadas mostró diferencias estadísticamente significativas (fig. 61). 

Cabe destacar el incremento en el número 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 proteína (fig. 61A). 

 

Figura 61. Efecto de la administración subcrónica de siRNAs contra mTOR en la corteza IL sobre 
la expresión de c-Fos en: corteza IL contralateral (A); corteza IL ipsilateral (B); corteza PL 
contralateral (C); corteza PL ipsilateral (D); y núcleo 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 infusión; ipsi: ipsilateral al sitio de infusión. 

 

 Efecto de la administración subcrónica de siRNAs contra mTOR en la corteza 

IL sobre la proliferación hipocampal 

 Con el objetivo de valorar la influencia del silenciamiento de mTOR en la corteza 

IL sobre la neurogénesis hipocampal, cuya disminución se ha asociado con la etiología de 

la depresión (Duman et al., 1997), se llevó a cabo una inmunohistoquímica para cuantificar 

el número de células positivas para la proteína nuclear Ki67 en la zona subgranular del giro 
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dentado del hipocampo. Como podemos observar en la figura 62, el silenciamiento 

subcrónico de mTOR en la corteza IL no mostró ninguna variación significativa en la 

proliferación hipocampal.  

 

 

Figura 62. Efecto de la infusión subcrónica de siRNAs contra mTOR sobre la expresión 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 VÍA DE mTOR EN 

MUESTRAS POSTMORTEM DE PACIENTES 

DIAGNOSTICADOS DE DEPRESIÓN 

 

 El tercer objetivo de este trabajo de tesis fue comprobar el estado de la vía 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 fármacos antidepresivos en sangre tras los estudios forenses. Las 

características en base a las cuales se realizó 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 

EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS DE LA VÍA DE mTOR 

El análisis de la cantidad de la proteína mTOR y su forma fosforilada evaluada 

mediante experimentos de western blot, no mostró diferencias entre los diferentes grupos 

estudiados (fig. 63A). En cambio, se observó un aumento significativo de la actividad de la 

vía determinada por el ratio fosfo-mTOR (p-mTOR)/mTOR en el grupo MDD +AD 

respecto al grupo control (p < 0,05), así como respecto al grupo de pacientes diagnosticados 

de depresión mayor sin tratamiento (MDD –AD) (p < 0,05) (fig. 63A). El ANOVA de una 

vía reveló 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 vía 4EBP1, así como de la forma 

fosforilada de éste (fig. 63B), el análisis de los grupos MDD –AD y MDD +AD con sus 

respectivos controles macheados, no mostró diferencias significativas. 
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Figura 63. Niveles de expresión de las proteínas mTOR y 4EBP1 y sus formas fosforiladas en 
corteza frontal de muestras de cerebro postmortem. (A) Niveles de expresión de mTOR, phospho-
mTOR y su ratio. Aumento del ratio p-mTOR/mTOR en suicidas tratados con antidepresivos (MDD 
+AD), respecto a controles. ANOVA de una vía seguido de Newman-Keuls post-hoc test. *p < 0,05 
vs CONTROL, #p < 0,05 vs MDD –AD. (B) Niveles de expresión 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 qPCR DE LA EXPRESIÓN DE 

mRNA DE ELEMENTOS DE LA VÍA DE mTOR 

En estas muestras también se estudió el estado de expresión del mRNA de mTOR, 

4EBP1 y p70S6K en el estado patológico, y su regulación en individuos tratados con 

antidepresivos mediante qPCR. El análisis del principal efector de la vía, 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 4EBP1, 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 análisis de varianza mediante ANOVA de una vía, 

reveló un efecto significativo del tratamiento [F(2.24)=5.22, p < 0,05]. 

 

Figura 64. Niveles de expresión del mRNA de mTOR (A), 4EBP1 (B) y p70S6K (C), en muestras 
postmortem de corteza frontal de individuos diagnosticados de depresión sin (MDD –AD), y con 
(MDD +AD) tratamiento con antidepresivos. Resultados expresados como promedio±S.E.M. 
ANOVA de una vía seguido de un Newman-Keuls test. *p < 0,05, **p < 0,01 versus CONTROL. 
n=6-22 muestras por grupo. 

 

  





V. DISCUSIÓN 
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-CATENINA 

 

1. CARACTERIZACIÓN DE LOS ANIMALES 

TRANSGÉNICOS INDUCIBLES PARA -

CATENINA EN PROGENITORAS DE 

HIPOCAMPO 

 

 El papel de la vía de señalización Wnt/ -catenina en la formación, mantenimiento 

y función del SNC es bien conocido (Inestrosa & Varela-Nallar, 2015). Por otro lado, tanto 

su implicación en los trastornos del estado de ánimo, concretamente en depresión 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 sólo juegan un papel importante en aspectos de la 

fisiología cerebral sino que también están implicadas en varias condiciones patológicas 

como los trastornos del estado de ánimo (Zhao et al, 2008). Hasta la fecha, escasos estudios 

muestran cómo la vía de señalización de Wnt, y en especial -catenina, regulan tanto la 

proliferación como la neurogénesis en cerebro adulto, controlando el destino final de este 

tipo celular en concreto (Lie et al, 2005). Esta vía de Wnt/ -catenina aparece activada en 

nichos proliferativos en respuesta a fármacos o compuestos con acción antidepresiva 

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

de tipo ansioso/depresivo. 

En esta tesis hemos utilizado la tecnología Cre-loxP, mediante la cual la deleción 

específica de lugar está mediada por la enzima Cre recombinasa, que reconoce y corta en 

regiones específicas loxP. En nuestro caso, esta enzima es expresada bajo la acción del 

promotor del transportador de glutamato/aspartato en astrocitos (GLAST) (Mori et al, 

2006). De este modo, hemos realizado la deleción inducible del gen de la -catenina (cKO) 

(Brault et al, 2001), o la eliminación del exón 3 del gen de la -catenina para la 

estabilización de esta proteína (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-3  para la 

degradación de -catenina (Winston et al, 1999), por lo que la eliminación de estos sitios 

de forforilación promueve la estabilización de -catenina en el citoplasma y posterior 

translocación al núcleo, activando los factores de transcripción Tcf/Lef (Hrckulak et al, 

2016; Polakis, 1999). 

Mediante la línea de ratones Rosa26 hemos comprobado la expresión específica de 

la enzima CreER, mediante el marcaje con X-gal, dependiente de la actividad de la enzima 

-galactosidasa, en la zona subgranular del hipocampo, y no en otras áreas cerebrales como 

la corteza. Esto confirma que la recombinación 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 expresión en las células madre neurales (neural stem cells, 

NSCs) (Mich et al, 2014), mientras que su expresión en astrocitos y glía radial es baja 

(Jungblut et al, 2012). En este estudio no hemos comprobado la expresión de -

galactosidasa en la zona subventricular (SVZ) —otra de las áreas más relevantes en 

proliferación en cerebro adulto—, aunque no se han descrito cambios en proliferación 

asociados a la conducta de tipo depresivo en modelos animales de depresión como el de 

administración crónica de corticosterona (Siopi et al, 2016), o en pacientes diagnosticados 

de depresión (Maheu et al, 2015), ni asociado al efecto antidepresivo de fármacos 

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

 En las dos primeras secciones de este trabajo se estudió en ratones transgénicos 

condicionales el efecto de la inactivación o la estabilización de -catenina, elemento clave 

en la vía canónica de la señalización por Wnt/ -catenina, en la zona subgranular del giro 
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dentado del hipocampo un mes después de la inducción del animal transgénico. Este 

periodo de tiempo se ha elegido por corresponderse con el tiempo necesario para el proceso 

de maduración neuronal (Goncalves et al, 2016), así como para la instauración de la acción 

antidepresiva de los fármacos de uso más habitual en clínica (Santarelli et al, 2003). En este 

trabajo se muestran por primera vez los efectos y consecuencias de la manipulación 

genética de -catenina en progenitoras del giro dentado del hipocampo en animal adulto, 

sobre parámetros de conducta de tipo depresivo y ansioso, marcadores de proliferación y 

neuroplasticidad, así como sobre el sistema serotonérgico. 

Expresión de -catenina en ratones cKO 

En los ratones en los que se inactivó -catenina se observó una disminución del 

número de acúmulos de células inmunopositivas para esta proteína en la capa subgranular 

del giro dentado del hipocampo, confirmando que la estrategia genética en estos animales 

funcionaba correctamente. Sin embargo, dicha inactivación no resulta en una eliminación 

completa de los acúmulos de -catenina en esa área. Esto podría deberse a una incompleta 

recombinación de las secuencias situadas entre los sitios loxP 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). Además, la expresión de -

catenina también se produce en una amplia variedad de poblaciones celulares, como los 

neuroblastos que expresan doblecortina y están en fase de diferenciación (Lie et al, 2005), 

por lo que se mantiene la expresión de -catenina en estos tipos celulares que no expresan 

el transportador de glutamato GLAST. 

La disminución de -catenina que observamos en el giro dentado del hipocampo, 

está asociada a nichos proliferativos (Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012), 

donde tiene localización nuclear (Mostany et al, 2008). La disminución de -catenina con 

función nuclear en el núcleo accumbens de modelos animales de depresión por estrés 

crónico y en muestras humanas postmortem se han relacionado con depresión (Dias et al, 

2014). Así, nuestros resultados apoyarían el papel de -catenina nuclear en el trastorno. 

Expresión de -catenina en ratones cST 

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

incremento en los niveles de -catenina un mes después de la inducción del animal 
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transgénico. Sin embargo 12 horas después de la inducción, apreciamos un incremento 

aunque no llega a ser estadísticamente significativo. La diferencia observada entre los 

niveles de -catenina en el animal que estabiliza la proteína 12 horas y 1 mes después de la 

inducción, podría deberse a mecanismos reguladores como un incremento en la tasa de 

apoptosis de las células en las que se ha estabilizado -catenina (Chenn & Walsh, 2002; 

Deacon, 2006), o a un enlentecimiento del ciclo celular (Mutch et al, 2010). Los resultados 

un mes después de la estabilización contrastan con lo descrito por otros autores que utilizan 

la misma técnica para incrementar la señalización de la vía canónica de Wnt/ -catenina en 

intestino (Hallpike & Rawdon-Smith, 1934; Harada et al, 1999), e hígado (Kai et al, 2010; 

Kim et al, 2011b). La diferencia observada entre la estabilización de -catenina en cerebro 

y en otros órganos, podría estar asociada a una mayor regulación de esta vía de Wnt/ -

catenina en cerebro, dado que la tasa de proliferación basal en cerebro es significativamente 

inferior a la descrita en intestino o en hígado (Harada et al, 1999; Kai et al, 2010; Kim et 

al, 2011b). 

 

1.1. ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN 

1.1.1. EFECTO DE LA INACTIVACIÓN DE -CATENINA 

Expresión de marcadores de proliferación  

Esta reducción de -catenina en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo 

fue paralela al descenso en la proliferación hipocampal, valorada tanto por una menor 

incorporación de BrdU (análogo de timidina que se incorpora a las células en la fase S del 

ciclo celular), como por una bajada de la expresión de la proteína nuclear Ki67 (expresada 

en todas las fases del ciclo celular excepto la G0). Estos resultados son paralelos a lo 

previamente descrito en animales knockout condicionales para -catenina (Mao et al, 2009), 

por lo que el papel de esta proteína es esencial para la proliferación de progenitoras 

neurales, participando además en el mantenimiento de los nichos de células progenitoras 

(Zechner et al, 2003). En diversos trabajos que utilizan animales knockout para -catenina 

u otros efectores de la vía en células progenitoras embrionarias o progenitoras neurales 

adultas, se observa que la pérdida de esta proteína o la inhibición de la vía, incrementa la 

probabilidad de que las células precursoras experimenten diferenciación en vez de una auto-

renovación (Wexler et al, 2009; Woodhead et al, 2006). En esos casos, la menor activación 
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de la vía Wnt/ -catenina conlleva además una reducción en el número de ANPs (Wexler et 

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

Expresión de marcadores de neurogénesis 

La disminución del marcador de neuronas inmaduras doblecortina (DCX) en el 

hipocampo de los ratones en los que se ha inactivado -catenina es paralelo a la reducción 

de los marcadores de proliferación 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 vía Wnt/ -catenina mediante el uso de vectores lentivirales en progenitoras 

de hipocampo, indican una disminución en la población de neuronas inmaduras (Lie et al, 

2005). Esta disminución en el número de neuronas inmaduras se correlaciona con la menor 

neurogénesis que presentan diferentes modelos animales de depresión (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 morfológico de las neuronas con marcaje DCX mediante un análisis de 

Sholl, sin embargo, no mostró cambios en la arborización dendrítica en los ratones con -

catenina inactivada en la zona subgranular del hipocampo, de forma paralela a lo descrito 

en animales con una reducción de proliferación hipocampal (Revest et al, 2009). Estos 

resultados contradicen en parte estudios previos que relacionan la disminución de -

catenina en neuronas inmaduras de la capa subgranular del hipocampo de cerebro postnatal, 

con una fuerte malformación de estas nuevas neuronas que presentan ausencia de dendritas 

o una menor longitud y arborización de las mismas (Gao et al, 2007). Además, la ausencia 

de -catenina en estado perinatal (Wang et al, 2015), o en cultivos celulares de neuronas 

procedentes de hipocampo (Yu & Malenka, 2003), también produce déficits morfológicos. 

Estos estudios, sin embargo, se han realizado en neuronas en diferenciación, mientras que 

en nuestro trabajo se elimina -catenina en células progenitoras que expresan GLAST. Esto 

sugiere que las neuronas inmaduras de nuestros animales podrían provenir de las células 

ANPs que no expresan GLAST (Mira et al, 2010), y que por lo tanto mantienen inalterados 

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

Es indiscutible la participación de la vía Wnt/ -catenina en la formación de la 

circuitería neuronal a través del desarrollo tanto de axones como de dendritas, sin olvidar 

la formación de las espinas dendríticas y la sinaptogénesis. Sin embargo, además de la vía 
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canónica, existen otras vías no canónicas de señalización a través de Wnt como la Wnt/PCP, 

la cual juega un papel muy importante en la regulación 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 -catenina se produzcan una serie de cambios compensatorios 

mediante los cuales otras vías de señalización Wnt no canónicas podrían estar regulando 

los déficits ocasionados tras la manipulación genética en la arborización de las neuronas 

inmaduras. Es más, en los procesos de adhesión celular en los que -catenina juega un 

importante papel, otras proteínas de la familia de las cateninas, como la -catenina 

(plakoglobina), podría adquirir el rol de su “hermana” proteica y restablecer las carencias 

ocasionadas (Huelsken et al, 2000). 

 

1.1.2. EFECTO DE LA ESTABILIZACIÓN DE -CATENINA 

Expresión de marcadores de proliferación 

 En los animales que estabilizan -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 número de células que se encuentran en fase de 

división celular activa (BrdU+) entre los animales wildtype y los modificados 

genéticamente. Esta diferencia en la expresión de marcadores de proliferación en los 

animales que estabilizan -catenina se ha descrito previamente en relación 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 sobreexpresión de -catenina o la activación de la vía, conllevan una disminución del 

número de células que salen del ciclo celular y la inhibición de la diferenciación celular 

(Chenn & Walsh, 2002; Otero et al, 2004; Woodhead et al, 2006). Es más, la falta de un 

aumento en la incorporación de BrdU corrobora lo revelado en otros trabajos (Imura et al, 

2010; Israsena et al, 2004), indicando que la estabilización 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 proliferación como de la 

diferenciación (Otero et al, 2004).  

 Diferentes estudios indican como la activación de la vía Wnt/ -catenina puede dar 

lugar a un agotamiento de precursores en la zona subventricular (SVZ) (Imura et al, 2010). 



Discusión

179

En este sentido, resultados de nuestro grupo muestran una disminución del número de 

QNPs en la zona subgranular del giro dentado en los ratones con -catenina estabilizada 

(Vidal, Garro-Martínez, et al., enviado para su publicación). Esta reducción podría 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 transformación de QNPs en precursores neurales amplificadores (ANPs) 

(Encinas et al, 2011). 

Expresión de marcadores de neurogénesis 

 Nuestros resultados en animales que estabilizan -catenina no muestran cambios en 

los niveles de neuronas inmaduras ni en su arborización, que podría ser debido a la 

inhibición de la diferenciación celular, y a la disminución en la capacidad de las 

progenitoras para salir del ciclo celular, como se ha descrito previamente tras la 

sobreexpresión de -catenina o la activación de la vía (Chenn & Walsh, 2002; Woodhead 

et al, 2006). Estudios en los que se activa la vía de Wnt/ -catenina en cultivos de 

progenitoras neurales, describen como el incremento de proliferación va acompañado por 

una disminución de los marcadores neuronales y por un incremento de los de glía (Wexler 

et al, 2009), lo que está relacionado con una expansión 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 activación de esta 

vía es muy importante, como se ha visto en estudios en cultivos celulares de neuronas 

procedentes de hipocampo de rata, en los que la sobreexpresión de -catenina en células no 

progenitoras, induce por el contrario un incremento de la arborización dendrítica (Yu & 

Malenka, 2003). 

 Como se ha descrito previamente, el proceso de diferenciación neural requiere un 

descenso de los niveles de -catenina (Wexler et al, 2009; Woodhead et al, 2006), por lo 

que la presencia de una forma de -catenina mutada y estabilizada, impediría la 

disminución de los niveles de -catenina intracelular para pasar a un proceso de 

diferenciación 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 podría explicar que los 

niveles de células inmaduras permanezcan invariables. 
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En este trabajo, la evaluación de los marcadores de proliferación y neuronas 

inmaduras se ha realizado un mes después de la inducción del animal transgénico, como se 

ha indicado al comienzo de la discusión. No podemos descartar entonces, que el incremento 

transitorio que se produce en la división celular inmediatamente después de la inducción, 

no sea ya evaluable mediante marcadores como la doblecortina, por haber alcanzado esas 

nuevas neuronas la madurez después de un mes tras la inducción del transgénico 

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

 

 Los resultados obtenidos en los animales en los que se ha inactivado o estabilizado 

-catenina en células progenitoras de la capa subgranular del giro dentado, confirman que 

la proteína -catenina es necesaria para la proliferación y neurogénesis hipocampal. 

 

1.2. ESTUDIOS CONDUCTUALES 

 Con la intención de determinar las consecuencias de inactivar o estabilizar la vía de 

Wnt/ -catenina en progenitoras de hipocampo sobre la conducta, realizamos varios test 

para evaluar el comportamiento de tipo depresivo (test de la natación 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 

proliferación, se realizaron un mes después de la inducción del animal transgénico. 

 

1.2.1. EFECTO DE LA INACTIVACIÓN DE -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 natación forzada, indicando un 

fenotipo de tipo depresivo. Esto concuerda con antecedentes bibliográficos en los que 

ratones knockout condicionales para -catenina y específicos de cerebro anterior presentan 

una conducta de tipo depresivo en un test similar como el test de suspensión de la cola 

(Gould et al, 2008). La menor activación de la vía de Wnt/ -catenina también conlleva un 

estado de tipo depresivo paralelo a un descenso de la proliferación (Mao et al, 2009; Zhou 

et al, 2016) como hemos observado en nuestro modelo. 
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Los animales cKO mostraron además un claro estado anhedónico. En este caso, no 

existen estudios previos en animales knockout para -catenina que indiquen su implicación 

en este tipo de conducta. Sin embargo, sí se ha descrito una conducta paralela en animales 

que no expresan ligandos activadores de la ruta de señalización Wnt/ -catenina en 

hipocampo ventral (Zhou et al, 2016). Otros autores describen la asociación entre la 

reducción de marcadores de proliferación hipocampales y un estado anhedónico en 

roedores (Bessa et al, 2009; Snyder et al, 2011), y en primates no humanos (Perera et al, 

2011). El hipocampo está implicado en la regulación de estructuras como el núcleo

accumbens y el área tegmental ventral (ventral tegmental área, VTA). En concreto, la 

desregulación de la proyección excitatoria entre hipocampo y VTA, podría ser la 

responsable de la conducta observada en nuestros animales cKO -catenina, ya que la 

desregulación de esta vía se ha relacionado con una disminución del tono dopaminérgico 

que contribuye a la conducta anhedónica (Warner-Schmidt & Duman, 2006). 

Conducta de tipo depresivo/ansioso 

La presencia de rasgos ansiosos es habitual tanto en pacientes como en modelos 

animales de depresión (Hirschfeld, 2001), por ello, este tipo de conducta fue examinada 

mediante el novelty suppressed feeding test en nuestros animales. Éste es un buen test 

conductual para la evaluación de la acción ansiolítica y antidepresiva del tratamiento 

crónico con fármacos antidepresivos (Santarelli et al, 2003). La conducta en este test se 

correlaciona además con el efecto observado en pacientes con depresión mayor (Bodnoff 

et al, 1989; Dulawa & Hen, 2005). En este test conductual, los animales en los que se 

inactivó -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 disminución 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 -catenina, 

encontramos trabajos donde la alteración 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 depresión (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 reducción 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 depresión y ansiedad 

(Hirschfeld, 2001; Kemp et al, 2012), así como la regulación 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 reducción de los niveles de -catenina y de proliferación y 

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

La inactivación de la proteína -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 inhibición de la vía Wnt/ -catenina, lo que ocasiona 

degeneración 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 reducción en 

proliferación que observamos en nuestros animales. Estos resultados sin embargo 

contrastan con lo descrito por otros autores, donde una supresión condicional y específica 

de -catenina en cerebro anterior (Gould et al, 2008), o una reducción de la proliferación 

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

La reducción en -catenina, proliferación, y marcadores de neuronas inmaduras en 

los ratones en los que hemos inactivado -catenina en progenitoras se correlaciona con 

resultados en pacientes diagnosticados de depresión 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 parámetros de proliferación/plasticidad en individuos 

que padecen este trastorno (Boldrini et al, 2009), planteándose la hipótesis alternativa de 

que la disminución en proliferación en cerebro adulto no sería la causante de la depresión, 

sino una consecuencia de otra causa primaria (Deacon & Rawlins, 2006). Nuestros 

resultados en este modelo animal apoyan la importancia de la disminución de proliferación 

y/o plasticidad como causa primaria de esta enfermedad, además del papel de la -catenina 

hipocampal en la modulación de la conducta de tipo ansioso/depresivo. 
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1.2.2. EFECTO DE LA ESTABILIZACIÓN DE -CATENINA  

Conducta de tipo depresivo 

El animal en el que se estabilizó -catenina en la zona subgranular del giro dentado 

del hipocampo no muestra cambios un mes después de la inducción del animal transgénico, 

sin embargo, dos meses después de la inducción vemos un claro efecto antidepresivo en el 

test de la natación forzada. Este efecto antidepresivo está en línea con lo descrito en 

animales que sobreexpresan -catenina en varias áreas cerebrales (Gould et al, 2007), y de 

forma específica en núcleo accumbens (Dias et al, 2014) o tras la activación de la vía Wnt/ -

catenina mediante inhibidores de GSK-3  (Gould et al, 2007; Kaidanovich-Beilin et al, 

2004). La ausencia de cambios significativos en el efecto antidepresivo un mes después de 

la inducción del animal transgénico evaluado mediante el test de la natación forzada, podría 

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 fenotípicas 

conductuales asociadas al background genético de la cepa (Can et al, 2011). En nuestro 

caso, la reexposición de los animales al mismo test conductual un mes después (dos meses 

tras la inducción del transgénico), promovió un incremento en el tiempo de inmovilidad de 

los individuos control (Mezadri et al, 2011), haciendo de este modo más 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 parámetro de anhedonia no observamos cambios asociados a la estabilización 

de -catenina, si bien la reversión de la preferencia de sacarosa tras el tratamiento crónico 

con antidepresivos está asociada a una conducta anhedónica previa, característica de los 

modelos crónicos de depresión como el CUMS (chronic unpredictable mild stress) 

(Strekalova & Steinbusch, 2010), o la administración crónica 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 ansiolítico/antidepresivo, opuesta a la conducta de los animales en los 

que se inactivó -catenina. La ausencia de diferencias en la ingesta de comida después de 

la realización del test conductual, indica que la menor latencia observada en estos animales 

es debida exclusivamente a un efecto ansiolítico/antidepresivo mediado por la 
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estabilización de -catenina, y no a un incremento en la motivación para comer. La 

literatura actual no refleja ningún estudio donde se evalúe este tipo de conducta mediante 

el novelty suppressed feeding test tras la estabilización de -catenina o incrementando la 

señalización canónica de la vía Wnt/ -catenina, por lo que es la primera vez que se describe 

este efecto conductual para este tipo de manipulación en progenitoras de la zona 

subgranular del giro dentado del hipocampo. Así, la estabilización de -catenina tiene un 

efecto conductual similar a la administración crónica de antidepresivos, donde este efecto 

está asociado a un incremento de -catenina (Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 

2012). 

 Conducta de tipo ansioso 

 Los animales con -catenina estabilizada en la zona subgranular del giro dentado 

del hipocampo, no presentan cambios en la conducta ansiosa pura. Esto sugiere que la 

estabilización de la vía de Wnt/ -catenina está más relacionada con conducta de tipo 

antidepresiva y no ansiolítica, al contrario que lo descrito tras la sobreexpresión de -

catenina en núcleo accumbens, donde se aprecia ambos efectos antidepresivo y ansiolítico 

(Dias et al, 2014). 

 Considerando los datos obtenidos, podemos relacionar la inactivación de -catenina 

en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, con un fenotipo ansioso/depresivo, 

mientras que la estabilización de esta proteína promueve un fenotipo antidepresivo. Los 

resultados obtenidos, apoyan la relevancia de la hipótesis neuroproliferativa/neuroplástica 

como causante de la depresión o mediadora del efecto antidepresivo.  

 

1.3. ESTUDIOS NEUROQUÍMICOS 

 Como se ha descrito en la introducción, la depresión mayor está relacionada también 

con diferentes sistemas de neurotransmisión, como el serotonérgico (Garcia-Garcia et al, 

2014). Es por ello que decidimos estudiar el estado de este sistema monoaminérgico tras 

eliminar o estabilizar -catenina en progenitoras de la capa subgranular del giro dentado 

del hipocampo para conformar una base más sólida, sumándose a los datos aportados por 

los cambios en proliferación 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 análisis de la funcionalidad del sistema serotonérgico, en particular de los 

receptores 5-HT1A, reveló cambios en la actividad de este subtipo de receptor en áreas 

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

Efecto de la inactivación de -catenina 

a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT1A 

Los animales en los que se eliminó -catenina de la zona subgranular del giro 

dentado del hipocampo presentaron una menor funcionalidad de los receptores 5-HT1A en 

un gran número de estructuras postsinápticas de gran importancia en depresión, como son 

la corteza prefrontal, el caudado-putamen, las áreas CA1, CA2-3 y el giro dentado del

hipocampo y el hipotálamo. La evaluación de la funcionalidad de los receptores 5-HT1A en 

corteza prefrontal, una de las áreas más relevantes en depresión (Drevets et al, 2008; 

Duman et al, 1997; Seminowicz et al, 2004), mediante estudios de fijación de [35S]GTP S 

en membranas, confirmó esta reducción en la funcionalidad mediada por el receptor 5-

HT1A, no apreciándose cambios en el parámetro de concentración eficaz 50 (EC50). La 

disminución de la funcionalidad de este subtipo serotonérgico podría deberse a una 

reducción 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 proteína Gi/o 

(Castro et al, 2003). 

La reducción 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 postsinápticamente también se ha descrito en 

muestras de cerebro postmortem de pacientes diagnosticados de depresión mayor (Hsiung 

et al, 2003), o mediante estudios de PET escáner (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 núcleo dorsal del rafe 

no presentó modificaciones en los animales en los que se eliminó -catenina con respecto 
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a sus controles. La literatura muestra discrepancias en los estudios referentes a la densidad 

de esta población 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 el 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 ratón (Martin et al, 1992b), como en el ser humano (Lesch et al, 1990; Rausch et al, 

2006).  

La utilización de una dosis de 0,5 mg/kg de este agonista en los animales con -

catenina inactivada, no mostró diferencias en la hipotermia inducida por el autorreceptor 5-

HT1A en comparación con sus animales wildtype. Para descartar que la dosis utilizada 

estuviera próxima al efecto hipotérmico máximo, lo cual nos impediría 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 análisis de la 

temperatura mostró en este caso una mayor respuesta hipotérmica inducida por 5-HT1A en 

los animales cKO -catenina en comparación con sus respectivos wildtype. Estos resultados 

apoyan una mayor funcionalidad de los receptores presinápticos 5-HT1A, en línea a lo que 

sugerían su conducta ansioso/depresiva. 

La respuesta hipotérmica mediada por dosis bajas del agonista (+) 8-OH-DPAT está 

mediada en parte por la activación de otros receptores como el receptor post-sináptico 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 -catenina inactivada. 

El incremento de la funcionalidad de los receptores 5-HT1A presinápticos observado 

mediante los estudios in vivo, no se ajusta en parte con los resultados obtenidos en la 

autorradiografía funcional, donde no observamos cambios en la funcionalidad de este 

subtipo serotonérgico en el núcleo dorsal del rafe. Sin embargo, hay que tener en cuenta 

que en esta técnica in vitro sólo se determina la funcionalidad del receptor tras su acople a 
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proteínas G, mientras que in vivo, la activación de los receptores 5-HT1A presinápticos 

puede estar activando otras vías de señalización como los canales de potasio (Luscher et al, 

1997). Una regulación diferencial también se ha descrito en rata tras el tratamiento crónico 

con SSRIs y antidepresivos tricíclicos, donde no se aprecian cambios en el acople de los 

receptores 5-HT1A a proteínas Gi, pero sí se aprecia una desensibilización evaluada 

mediante hipotermina y electrofisiología, debido a cambios en otros efectores acoplados a 

los receptores 5-HT1A como los canales iónicos (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 autónomo. Esta respuesta fisiológica es robusta en el 

tiempo, fácil de medir, se reproduce en muchas especies de mamíferos 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 

et al, 2001).  

En nuestro estudio, los animales en los que se inactivó -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-HT1B (Guilloux et al, 2011), postulando en este caso que el receptor 

5-HT1B juega un papel más importante como regulador de esta temperatura basal, por lo 

que también hemos estudiado la funcionalidad del receptor 5-HT1B serotonérgico en 

nuestros modelos animales, como se discutirá más adelante. Por otro lado, animales que 

sobreexpresan el receptor 5-HT1A postsináptico y que por tanto tienen un bajo ratio 5-HT1A 

pre/postsináptico, 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 presináptico (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 síntomas 
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de tipo depresivo (Silverman et al, 2005). Teniendo esto en cuenta, podemos especular que 

nuestros animales podrían presentar cambios paralelos, que explicasen el incremento de 

temperatura basal, así como su conducta depresiva/ansiosa. Experimentos en este sentido 

serían necesarios para evaluar esta posibilidad. 

 Los ratones en los que se inactivó -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-HT1A, son más susceptibles a sufrir alteraciones en su respuesta al 

estrés, adquiriendo vulnerabilidad a padecer trastornos psiquiátricos como la depresión 

(Anttila et al, 2007; Kraus et al, 2007; Neff et al, 2009). Además, estudios en ratones 

manipulados genéticamente en los que se sobreexpresó el receptor presináptico 5-HT1A, 

mostraron un menor incremento de la temperatura en respuesta a estrés, y por lo tanto una 

menor respuesta fisiológica al estrés (Richardson-Jones et al, 2010). Estos resultados, en 

línea con los obtenidos en nuestros animales con -catenina inactivada, apoyan una mayor 

funcionalidad de los receptores 5-HT1A presinápticos. El incremento de temperatura 

inducido por estrés está positivamente correlacionado con la actividad del eje HPA 

(Groenink et al, 1994), lo que sugiere que los animales en los que se inactivó -catenina 

pueden presentar una menor liberación de corticosterona en respuesta a estrés. Esta 

desregulación del eje HPA se asocia a mecanismos regulatorios provocados por la 

exposición a eventos estresantes repetidamente y que preceden al desarrollo de depresión 

(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 clásicos en modelos animales (Richardson-Jones et al, 2010), así 

como a una mayor vulnerabilidad a padecer trastornos del estado de ánimo, 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-HT1A presináptico 

también se ha observado en individuos que portan el alelo G/G del polimorfirmo del 

receptor 5-HT1A C(-1019)G, que promueve una desrepresión de la transcripción del 

receptor 5-HT1A (Lemonde et al, 2004) 
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Efecto de la estabilización de -catenina 

a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT1A 

En los animales en los que se estabilizó -catenina no se observaron cambios en la 

funcionalidad de los receptores 5-HT1A en ninguna de las áreas en las que este receptor 

tiene localización postsináptica, mientras que sí se observó una disminución de la 

funcionalidad en los autorreceptores 5-HT1A, lo que sugiere la desensibilización de los 

mismos. Esta reducción 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 crónico con antidepresivos (Castro et al, 2003; Hervas et al, 2001; Le Poul et 

al, 2000). También, estudios realizados en ratón muestran que una menor densidad del 

autorreceptor 5-HT1A, en paralelo a una menor funcionalidad, está asociada con una 

conducta de tipo antidepresiva/ansiolítica, y mejor respuesta a antidepresivos (Richardson-

Jones et al, 2010) 

 

b) Funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1A 

 La evaluación de la funcionalidad de los receptores 5-HT1A in vivo en los animales 

con -catenina estabilizada, mostró una hipotermia significativamente menor que la 

mostrada por sus controles, indicando una menor funcionalidad de los autorreceptores 5-

HT1A. Este resultado confirma el obtenido mediante autorradiografía funcional, apuntando 

a la desensibilización de los receptores 5-HT1A somatodendríticos. La menor funcionalidad 

de los receptores 5-HT1A presinápticos está en línea con la conducta antidepresiva que 

muestran nuestros animales tras la estabilización de -catenina. Además, para el 

establecimiento del efecto antidepresivo se ha descrito la necesidad de la desensibilización 

del receptor 5-HT1A localizado en el soma de las neuronas serotonérgicas (Le Poul et al, 

2000). Esta desensibilización del autorreceptor asociada al tratamiento crónico con 

antidepresivos, es evaluable mediante una reducción de la hipotermia en humanos 

(Mombereau et al, 2010; Navines et al, 2007; Rainer et al, 2012; Rausch et al, 2006), en 

animales naïve (Martin et al, 1992b; Rainer et al, 2012), en modelos animales de depresión 

(Rainer et al, 2012), o está asociado también a manipulaciones genéticas con acción 

antidepresiva rápida (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 estabilizó -catenina, además, no mostraron 

cambios en las temperaturas basales, ni en la respuesta hipertérmica al estrés, sugiriendo 

que la respuesta hormonal del eje HPA no está desregulada, y/o que no hay alteraciones en 

los niveles de citoquinas proinflamatorias (como sugerían los datos en el cKO -catenina). 

Estas hipótesis tendrían que ser corroboradas experimentalmente, si bien, estos cambios 

serían más fácilmente evaluables en modelos crónicos de la enfermedad. 

 Nuestros resultados apoyan la implicación del receptor 5-HT1A en los trastornos de 

ansiedad y depresión aunque existen discrepancias en los trabajos realizados en cerebro 

humano. En general los diversos estudios están en línea con nuestros resultados, mostrando 

una disminución de los heterorreceptores 5-HT1A, y a un aumento de los autorreceptores 5-

HT1A, localizados en el soma de las neuronas serotonérgicas. 

 

1.3.2. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT1B 

 Teniendo en cuenta la implicación que tiene el receptor 5-HT1B en depresión, 

decidimos estudiar los cambios en la funcionalidad del receptor 5-HT1B en los animales en 

los que se eliminó o estabilizó de forma constitutiva -catenina en la capa subgranular del 

giro dentado del hipocampo. 

Efecto de la inactivación de -catenina 

a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT1B 

 Debido a su localización dentro de la neurona, y a diferencia de los receptores 5-

HT1A, los estudios de autorradiografía no nos permiten distinguir entre los 5-HT1B 

localizados como auto y heterorreceptores, ya que físicamente se encuentran muy próximos 

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

 El estudio in vitro mediante autorradiografía funcional reveló, en los animales en 

los que se inactivó -catenina en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, una 

disminución en la capacidad específica del receptor 5-HT1B para acoplarse a proteínas G 

mediada por la estimulación con el agonista selectivo 5-HT1B CP94,253, en dos estructuras 

cerebrales: el hipotálamo y el caudado-putamen. Estas dos estructuras forman parte de la 

principal circuitería que regula el tono hedónico, así como las funciones cognitivas a través 

de conexiones recíprocas con regiones corticales (Sternat & Katzman, 2016). Además, el 
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hipotálamo juega un importante papel en el control del comportamiento emocional, así 

como la regulación del eje HPA, el cual se encuentra alterado en la patología depresiva 

(Arborelius et al, 1999; Bao et al, 2008; Pariante & Lightman, 2008; Sewards & Sewards, 

2003). La menor funcionalidad del receptor 5-HT1B obtenida en el hipotálamo concuerda 

con el estudio realizado en un modelo animal de depresión en rata (Edwards et al, 1991). 

Otros modelos animales que presentan una conducta de tipo depresivo como es el ratón 

knockout de BDNF, presentan una reducción del receptor 5-HT1B en áreas corticales 

(Warner-Schmidt et al, 2010). 

Por otro lado, el caudado-putamen presenta una hipofuncionalidad del receptor 5-

HT1B en nuestros animales con -catenina inactivada. En animales knockout del receptor 5-

HT1B no se han descrito cambios conductuales (Nautiyal & Hen, 2017), sin embargo, en 

ratones knockout para la proteína p11, encargada de incrementar la localización de este 

subtipo de receptor serotonérgico en la superficie de la membrana celular, se observa una 

menor funcionalidad 5-HT1B en otra estructura de los ganglios basales como es el globo

pálido, así como una conducta de tipo depresivo y anhedonia (Svenningsson et al, 2006). 

Nuestros resultados concuerdan además con la reducida funcionalidad que presentan los 

receptores 5-HT1B en ganglios basales de individuos que padecen depresión mayor 

(Murrough & Neumeister, 2011), y que presentan una peor respuesta a la activación por 

agonistas selectivos del receptor (Cleare et al, 1998; Whale et al, 2001). El caudado y el 

putamen forman parte del núcleo 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 depresión mayor se ha observado, mediante estudios de 

neuroimagen, una disminución en la actividad de ambas estructuras (Keedwell et al, 2005), 

corroborando la existencia de alteraciones en la circuitería de la recompensa asociadas a la 

enfermedad. 

 b) Funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1B 

 En nuestros estudios, la menor hipotermia inducida tras la activación de los 

receptores 5-HT1B en los animales en los que inactivamos -catenina, concuerda con la 

menor funcionalidad del receptor 5-HT1B observada en hipotálamo mediante los estudios 

de autorradiografía. Esta área cerebral tiene gran importancia en el control de las respuestas 

fisiológicas emocionales como el deseo sexual, apetito, sed, sueño y temperatura corporal 

entre otras (Morrison & Nakamura, 2011; Sewards & Sewards, 2003). Por el contrario, la 
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mayor funcionalidad del receptor 5-HT1B en hipotálamo y la mayor respuesta hipotérmica 

se ha descrito tras la activación de este subtipo de receptor en animales tratados 

crónicamente con antidepresivos duales (Vidal et al, 2013). Esto, junto con nuestros 

resultados, apoya no sólo la importancia del receptor 5-HT1B en el efecto antidepresivo, 

sino también en la etiopatogenia de la enfermedad. 

Efecto de la estabilización de -catenina 

a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT1B 

 En los animales en los que se estabilizó -catenina en el giro dentado del 

hipocampo, la funcionalidad de los recetores 5-HT1B se encontró aumentada en la región 

CA1 del hipocampo y, aunque de forma no estadísticamente significativa, en la sustancia 

negra. Estos datos concuerdan en parte con el efecto antidepresivo que se observa tras la 

activación del receptor 5-HT1B en sustancia negra y caudado-putamen, mientras que tras 

la activación 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 administración 

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

 Estudios utilizando animales que sobreexpresan la proteína p11, y que presentan 

asociada una elevada densidad y funcionalidad de receptores 5-HT1B en sustancia negra, 

muestran una conducta de tipo antidepresiva (Svenningsson et al, 2006). Además, se ha 

descrito la hiperfuncionalidad del receptor 5-HT1B en otras estructuras como el hipotálamo 

tras el tratamiento crónico con antidepresivos (Vidal et al, 2013), si bien nosotros no 

apreciamos cambios en esta estructura. En este caso, sería de gran interés discriminar la 

implicación de los auto o los heterorreceptores 5-HT1B, ya que son estos últimos, los 

sugeridos como mediadores del efecto antidepresivo (Artigas, 2013b; Chenu et al, 2008). 

 b) Funcionalidad in vivo de los receptores 5-HT1B 

 En nuestros estudios, los animales en los que se estabilizó -catenina no presentaron 

diferencias en la respuesta hipotérmica tras la activación de receptores 5-HT1B, lo que se 

corresponde con la ausencia de cambios que presenta este subtipo en hipotálamo. Este 

resultado contrasta con la mayor hipotermia descrita tras la administración crónica del 

antidepresivo venlafaxina en ratas naïve (Vidal et al, 2013). 
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 Los resultados obtenidos in vivo mediante la evaluación de la hipotermia inducida 

por la activación del receptor 5-HT1B, coinciden con los estudios in vitro de autorradiografía 

funcional tanto en animales con -catenina inactivada como estabilizada, apoyando así la 

participación tanto del hipotálamo como del receptor 5-HT1B en el control de la temperatura 

y validando ambas técnicas empleadas para el estudio de la funcionalidad de este subtipo 

específico de receptor serotonérgico. Por otro lado, sugieren la implicación de este subtipo 

serotonérgico en la modulación de la conducta de tipo depresivo.  

 

1.3.3. FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES 5-HT4 

 La asociación 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). Además, en los últimos años se ha descrito que agonistas parciales de este receptor 

poseen una acción antidepresiva rápida (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 eliminación -catenina en la zona subgranular del giro dentado del 

hipocampo. 

Efecto de la inactivación de -catenina 

 a) Funcionalidad in vitro de los receptores 5-HT4 

 La determinación de la funcionalidad de los receptores 5-HT4 acoplados a proteínas 

Gs mediante autorradiografía funcional ([35S]GTP S) 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 

activación 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). Además, se 

ha descrito que la activación de la señalización 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 -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 víctimas suicidas (Valdizan et al, 2010b), y en el modelo de bulbectomía 

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 administración crónica 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 -catenina, se han relacionado con una sensibilización de la adenilato ciclasa 

(Valdizan et al, 2010b). 

 Por otra parte, en nuestros ratones cKO -catenina se ha observado una 

disminución en los niveles del segundo mensajero tras la estimulación con el agonista 

selectivo 5-HT4 zacoprida en estriado. Resultados similares se han observado en un modelo 

animal de bulbectomía olfatoria en rata (Pilar-Cuéllar, datos sin publicar). La asociación 

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 

anhedónico (Amigo et al, 2016; Compan et al, 2004). Además, estudios en sujetos sanos 

mediante PET escáner describen una correlación negativa entre el riesgo familiar a padecer 

depresión mayor y un menor binding del receptor 5-HT4 en el estriado, pero no en otras 

áreas como el neocortex (Madsen et al, 2015). Estos cambios podrían deberse a múltiples 

factores como una menor afinidad de las proteínas Gs por los nucleótidos de guanina (Manji 

et al, 1991), una disminución en los niveles de proteínas Gs (Lesch et al, 1991; Lesch & 

Manji, 1992), una reducción en la capacidad de acoplarse a proteínas G (Watts, 2002), o 

una disminución de la densidad del receptor 5-HT4, por un incremento en la internalización 

mediada por agonista, y la posterior degradación del receptor (Ansanay et al, 1996). 

Un efecto similar se ha descrito en modelos animales de depresión como las ratas 

Flinders Sensitive Line, en las cuales existe una reducción de la densidad de receptores 5-

HT4 (Licht et al, 2009). En este caso, esta disminución se ha asociado a una 

desensibilización de los transportadores de serotonina, lo que conduciría a un incremento 

local de serotonina, desencadenando por lo tanto una desensibilización 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 

áreas como el caudado-putamen, conduciendo así a la desensibilización del receptor 5-HT4 

y/o de su cascada de transducción. De hecho, la eliminación de serotonina mediante la 



Discusión

195

lesión de neuronas serotonérgicas, conducen a un incremento de la densidad de receptores 

5-HT4 en diversas áreas, 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 

administración crónica 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 disminución en la capacidad de acumular cAMP mediada por este receptor. La 

disminución en la funcionalidad de los receptores 5-HT4 en el estriado de los ratones cKO 

-catenina, es paralela a una menor funcionalidad de los receptores 5-HT1B en esta misma 

estructura. La disminución de ambos receptores plantea la posibilidad de la implicación de 

la proteína p11. En este sentido, la disminución de la proteína p11, ha sido relacionada 

directamente con una reducción de los receptores 5-HT1B y 5-HT4 en membrana 

(Svenningsson et al, 2006; Warner-Schmidt et al, 2009). Además, estudios en modelos 

animales de depresión, así como en muestras postmortem humanas, han descrito la 

reducción de esta proteína p11 (Svenningsson et al, 2006). 

 

1.3.4. ESTUDIO DE LA LIBERACIÓN DE NEUROTRANSMISORES EN 

CORTEZA PREFRONTAL DEL ANIMAL cKO -CATENINA 

 La microdiálisis intracerebral, ya sea en animal anestesiado o despierto, proporciona 

una información muy valiosa pues obtenemos medidas directas relacionadas con la 

transmisión sináptica, ya que en las muestras de dializado se encuentra el contenido del 

espacio extracelular donde se produce la comunicación entre las neuronas. Este dializado 

es por tanto el resultado del equilibrio entre la liberación de neurotransmisores y su 

recaptación mediante los transportadores específicos (Gardier, 2013). 

El estudio de los niveles de neurotransmisores mediante microdiálisis in vivo fue realizado 

implantando las sondas mediante estereotaxia en la corteza prefrontal medial, área elegida 

por su gran implicación en la regulación de la respuesta al estrés (Luthi & Luscher, 2014; 

Tovote et al, 2015). Además, ciertos aspectos de la depresión mayor son el resultado de una 

mala adaptación al estrés provocando cambios neuroplásticos en diferentes áreas 

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 monosinápticas y unidireccionales desde hipocampo, estructura cuyas 

funciones principales son la memoria a largo plazo, el procesamiento contextual y espacial, 

así como de las emociones (Fanselow & Dong, 2010). Por ello, esta vía hipocampo-corteza

prefrontal medial, juega un papel crítico en aspectos cognitivos relacionados con la función 

ejecutiva y la regulación de las emociones (Godsil et al, 2013; Li et al, 2015). En nuestro 

modelo animal en el que hemos eliminado -catenina del nicho neurogénico de la zona 

subgranular del giro dentado del hipocampo, nos planteamos como hipótesis que esta 

alteración a nivel de proliferación hipocampal, podría 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 vía (Spedding et al, 2005). Para ello, 

decidimos estudiar la transmisión serotonérgica y la glutamatérgica, por el importante papel 

que tienen ambos sistemas de neurotransmisión tanto en la neurobiología de la depresión, 

como en su tratamiento (Ferrari & Villa, 2016; Lener et al, 2017).  

 La determinación de los niveles extracelulares de serotonina en los animales con -

catenina inactivada en progenitoras de hipocampo, se realizó a través de dos 

aproximaciones: i) la aplicación local de veratridina, alcaloide que produce una 

despolarización mediada por la apertura de canales de sodio y posterior liberación de los 

neurotransmisores (Hammond, 2015); y ii) la administración sistémica aguda del SSRI 

fluoxetina. La administración de veratridina de forma local a través de la sonda de 

microdiálisis, promueve un pulso despolarizante que reveló una liberación 

significativamente menor de 5-HT en los animales cKO -catenina indicando una 

incapacidad para liberar niveles adecuados de neurotransmisor tras el estímulo. Los bajos 

niveles de serotonina liberados tras la activación de los canales de sodio, sugieren la 

existencia de un menor número de vesículas en el terminal presináptico (Cabin et al, 2002; 

Taschenberger et al, 2002), o una regulación 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 reducción del número de canales de sodio y una menor excitabilidad 

neuronal (Tapia et al, 2013). Sin embargo, la determinación de los niveles de glutamato 

mostró un patrón de respuesta similar a los animales wildtype tras el pulso despolarizante, 

aunque la liberación de glutamato se mantiene en el tiempo en los animales cKO -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 más profundo de los sistemas implicados 

con el objetivo de esclarecer la disminución en la liberación de 5-HT en esta área y el 

incremento de glutamato. El sistema glutamatérgico en la corteza prefrontal medial 

presenta una regulación compleja y sus niveles extracelulares dependen de un gran número 

de estructuras cerebrales, principalmente del sistema límbico (Bennett, 2011), lo que 

dificulta su interpretación. 

La menor liberación de 5-HT tras un estímulo excitatorio en los animales cKO -

catenina, respaldaría la incapacidad de respuesta o la respuesta maladaptativa al estrés que 

presentan estos animales en el test de la natación 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 están además sustentados por un estudio reciente donde se correlaciona la 

administración unilateral de veratridina en mPFCx que promueve la liberación de 5-HT, 

con una disminución del tiempo de inmovilidad en el FST (Gasull-Camos et al, 2017). 

En la segunda parte del experimento, tras la administración sistémica aguda de 

fluoxetina los niveles de 5-HT no se vieron afectados, lo que sugiere que estos animales 

cKO -catenina poseen un patrón 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 liberación de serotonina en la corteza prefrontal medial tras 

la administración aguda de un antidepresivo está disminuida (Yamada et al, 2013). 

Teniendo en cuenta que el control de la liberación de 5-HT en dicha estructura depende 

principalmente de los autorreceptores 5-HT1A localizados en el núcleo dorsal del rafe, y 

que a su vez, la funcionalidad de este núcleo 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 circuitería. 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 patrón de liberación de serotonina en 

respuesta a la administración aguda de fluoxetina. Por otro lado, los cambios producidos a 

nivel presináptico podrían verse compensados por cambios en la funcionalidad de los 

heterorreceptores 5-HT1A, 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 conexión DRN-mPFCx que se aprecia en los 
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animales cKO, sea el resultado de mecanismos compensatorios, que de manera indirecta 

regulen la liberación de 5-HT (Casanovas et al, 1999; Lopez-Gil et al, 2009). Con respecto 

al sistema glutamatérgico, la falta de cambios asociados a la administración aguda del 

antidepresivo sugiere la ausencia de cambios en la respuesta de este sistema de 

neurotransmisión. 

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 -catenina. Un mayor 

nivel basal de este neurotransmisor podría explicar la desensibilización 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 actúa también como uno de los factores reguladores más importantes de la 

neurogénesis hipocampal (Brezun & Daszuta, 1999), relacionándose el incremento de los 

niveles de serotonina promovido por el uso de los inhibidores de su recaptación, 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 participación 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 estarían apoyando el link entre la hipótesis 

clásica o monoaminérgica, en la que se postula que una disminución en la actividad 

serotonérgica está asociada con la etiopatogenia de la depresión (Malberg et al, 2000; 

Manev et al, 2001), y la hipótesis neurotrófica (Duman et al, 1997), que asocia la patología 

con deficiencias en factores neurotróficos, proliferación y neuroplasticidad. 

 Todo ello sugiere una importante contribución de la -catenina, a través de su papel 

en el control de los diferentes estadios presentes durante el proceso de la neurogénesis 

hipocampal adulta (proliferación, diferenciación y maduración), participando en el 

mantenimiento de la integridad de esta estructura y de las conexiones que establece con 

otras áreas cerebrales de relevancia en la patología depresiva. Los resultados encontrados 

sugieren que los cambios asociados a la modulación de los niveles de -catenina, podrían 

influir de forma indirecta en la regulación de la actividad del sistema serotonérgico cerebral. 
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 El análisis de las modificaciones en el sistema serotonérgico, asociadas a una 

disminución de -catenina en progenitoras de hipocampo, ha mostrado por primera vez que 

la eliminación parcial del efector principal de la vía de señalización Wnt/ -catenina, reduce 

la proliferación y la neurogénesis hipocampal adulta y que esto conlleva en los animales un 

fenotipo ansioso/depresivo, así como la regulación a la baja de la funcionalidad de los 

heteroreceptores 5-HT1A en las principales áreas implicadas en la patofisiología de la 

depresión, 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 disminución de la 

funcionalidad del receptor 5-HT1B en áreas como el hipotálamo, y del 5-HT4 en el estriado. 

Además, los ratones en los que se eliminó -catenina muestran una liberación de 5-HT 

menor en respuesta a estímulo despolarizante. 

 Por el contrario, la estabilización de -catenina resultó en un incremento de la 

proliferación hipocampal, y una conducta de tipo antidepresiva paralela a una 

desensibilización de los autorreceptores 5-HT1A. Como comentamos previamente, este dato 

es muy sugerente debido a su paralelismo con el mecanismo de acción de los fármacos 

antidepresivos (Artigas, 2013b), ya que el tratamiento crónico con estos fármacos, conlleva 

la desensibilización del receptor 5-HT1A, y la consecuente desinhibición del firing de las 

neuronas serotonérgicas presentes en los núcleos del rafe (Albert & Lemonde, 2004). Este 

bajo tono serotonérgico a través del 5-HT1A presináptico se ha asociado con una menor 

conducta depresiva, además de ser crítico para establecer una correcta respuesta a 

tratamientos antidepresivos (Richardson-Jones et al, 2010). 

 

1.4. ESTUDIOS DE NEUROIMAGEN  

 Tras la aparición de la hipótesis neurotrófica de la depresión (Duman et al, 1997), 

se publicaron gran cantidad de estudios preclínicos que demostraron, la relación entre la 

exposición a acontecimientos estresantes y los cambios neuroplásticos que experimentan 

estructuras límbicas implicadas en emoción y cognición. La principal área 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 

depresión mayor, han llevado a discrepancias en los resultados. Así, algunos autores han 

descrito una reducción bilateral (MacQueen et al, 2003; Sheline et al, 1999), la reducción 

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 está 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 disminución de la neurogénesis (Lee et al, 2002; 

Sapolsky, 2000), o reducción en número 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 ventrículos y los tejidos cerebrales, o de 

modificaciones en el espacio extracelular (Czeh & Lucassen, 2007; Videbech & Ravnkilde, 

2004). 

 Para comprobar en los animales cKO para -catenina si el fenotipo conductual 

observado, estaba asociado no solo a cambios en los marcadores de proliferación y 

neurogénesis, sino también a posibles cambios en el volumen hipocampal, estos animales 

fueron sometidos a un estudio de resonancia magnética nuclear. El análisis de las imágenes 

obtenidas no mostró diferencias entre los volúmenes del hipocampo, tal y como describen 

algunos de los estudios realizados en pacientes diagnosticados de depresión (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 relajación T2, parámetro utilizado como 

herramienta indicadora en otras enfermedades cerebrales (Gareau et al, 2000; Pitkanen et 

al, 1996). Sin embargo, la reducción del volumen hipocampal está modulada no sólo por 

una reducción en proliferación y neurogénesis, sino también por la pérdida de 

ramificaciones dendríticas, la reducción del tamaño celular de neuronas y glía, procesos de 

apoptosis, menor número de células gliales, y/o reducción del fluido extracelular (Czeh & 

Lucassen, 2007), por lo que la reducción en proliferación y neurogénesis observada en el 

hipocampo en nuestro modelo cKO -catenina puede no ser suficiente para ser visualizada 

como una reducción macroscópica de volumen hipocampal. 
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Hay que puntualizar que ciertos estudios proponen la existencia de una correlación 

positiva entre el número de episodios y la reducción 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 inactivación de -catenina, podrían no ser suficientes para 

generar cambios en el área hipocampal, pero que, tras la exposición de estos animales a 

diferentes situaciones estresantes o modelos animales de depresión, los cambios en el 

volumen hipocampal podrían hacerse patentes. 

Para finalizar, no podemos descartar las limitaciones de la técnica, ya que, al 

seleccionar secuencias con un alto grado de resolución, estábamos reduciendo el número 

de cortes realizados y, en consecuencia, podríamos estar perdiendo pequeñas variaciones 

volumétricas o por el contrario, si reducimos la resolución, aumenta la dificultad de la 

segmentación de las imágenes para el recuento del área.  

 

 

2. MODULACIÓN POR ANTIDEPRESIVOS EN 

EL RATÓN KNOCKOUT CONDICIONAL PARA 

-CATENINA  

 Con el fin de validar los resultados obtenidos en los estudios conductuales, 

neuroquímicos y moleculares inducidos por la eliminación de -catenina en la capa 

subgranular del giro dentado del hipocampo, sometimos a los animales a un tratamiento 

crónico con el SSRI fluoxetina, y a un tratamiento subcrónico durante 7 días con el agonista 

del receptor 5-HT4 RS67,333 (Eglen et al, 1995), ya que, como está descrito, es un 

compuesto con potencial antidepresivo en ensayos pre-clínicos (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 

además diferentes marcadores del sistema serotonérgico.  
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2.1. CARACTERIZACIÓN CONDUCTUAL TRAS EL 

TRATAMIENTO CRÓNICO CON FLUOXETINA 

2.1.1. IMPACTO SOBRE LA CONDUCTA DE TIPO ANSIOSO/DEPRESIVO 

 Un mes después de la inducción del modelo, se comenzó el tratamiento crónico con 

el inhibidor selectivo de la recaptación de serotonina fluoxetina. La conducta en el novelty

suppressed feeding test no reveló cambios en el fenotipo ansioso/depresivo en los animales 

cKO con respecto a los wildtype tratados con vehículo. Además, la administración del 

fármaco 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 -catenina dos meses después de la inducción del transgénico se debería 

a la recuperación de la proliferación hipocampal (Vidal et al, 2014). En nuestros animales 

no se elimina por completo -catenina en la zona subgranular del giro dentado, 

manteniéndose en células que no expresan GLAST, por lo que se mantendría la posibilidad 

de generar nuevas neuronas. Esta reversión de la proliferación se correlaciona con la 

reversión 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 neuroplástico de los animales de estudio. En modelos 

animales en los que se elimina la proliferación 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 reversión 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 comparación con sus controles, 

sugiere que otras modificaciones no relacionadas directamente con proliferación 

hipocampal en estos animales, no habrían revertido dos meses después de la inducción, 

dando lugar a una incapacidad para responder al tratamiento antidepresivo. 

Por otro lado, el estado anhedónico que revelaron estos animales un mes después de 

la inducción del transgénico, se mantuvo en el tiempo. La conducta anhedónica, presente 

todavía dos meses después de la inducción del transgénico, sugiere que esta conducta que 

es dependiente de otras áreas cerebrales como el estriado ventral (núcleo accumbens) y la 

corteza prefrontal ventral (Der-Avakian & Markou, 2012; Keedwell et al, 2005), no 
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depende únicamente del grado de proliferación hipocampal, como algunos autores han 

descrito (Jayatissa et al, 2009), por lo que una recuperación de la proliferación en esta área, 

no tendría ninguna influencia sobre este rasgo depresivo. El tratamiento con fluoxetina sí 

originó en este caso un efecto hedónico en los animales knockout -catenina, pues revertió 

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 proliferación 

promovido por el tratamiento con fluoxetina para revertir el efecto anhedónico de modelos 

de depresión (Surget et al, 2008; Surget et al, 2011). De este modo, se recuperaría la 

modulación de la circuitería específica como son las vías aferentes al área tegmental 

ventral y núcleo accumbens desde el hipocampo (Pittenger & Duman, 2008), implicadas 

en la conducta hedónica (Warner-Schmidt & Duman, 2006). 

En estos experimentos, la reversión del fenotipo ansioso/depresivo con el tiempo no 

nos permite caracterizar adecuadamente los cambios observados en conducta tras la 

administración del antidepresivo fluoxetina en el animal cKO. Posiblemente, la realización 

del tratamiento crónico con el antidepresivo inmediatamente después de la inducción del 

animal transgénico, nos hubiera posibilitado ver la existencia o no de una clara reversión 

de las conductas depresiva/ansiosa y anhedónica inducida tras la eliminación de -catenina. 

 

2.2. CARACTERIZACIÓN CONDUCTUAL Y MOLECULAR TRAS 

EL TRATAMIENTO SUBCRÓNICO CON RS67,333 

2.2.1. EFECTO SOBRE LA CONDUCTA ANSIOSA/DEPRESIVA 

 El tratamiento subcrónico con el agonista parcial del receptor 5-HT4 en los animales 

en los que se eliminó -catenina produjo una reversión 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 depresión en ratón (Gomez-Lazaro et al, 2012). Es más, la 

administración subcrónica de este compuesto es capaz de revertir la conducta anhedónica 

en modelos animales (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo et al, 2012). Sin embargo, otros 

autores utilizando otros modelos animales de depresión, como el de administración crónica 

de corticosterona en ratón, indican la necesidad de administrar tratamientos crónicos con 
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este compuesto para obtener un efecto antidepresivo (Mendez-David et al, 2014). La 

reversión de la conducta depresiva tras siete días de tratamiento con RS67,333 observada 

en nuestros estudios, se ha asociado con un incremento de -catenina y de la proliferación 

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 -

catenina podría estar mediado por un incremento de parámetros relacionados con 

proliferación. 

  

2.1.2. EFECTO SOBRE LA FUNCIONALIDAD DEL SISTEMA 

SEROTONÉRGICO 

 Teniendo en cuenta las alteraciones en el sistema serotonérgico en los animales 

knockout para -catenina en la capa subgranular del giro dentado del hipocampo, quisimos 

comprobar si la administración subcrónica del compuesto RS67,333 era capaz de revertir o 

compensar las disfunciones observadas. 

 Modulación de la funcionalidad de los receptores 5-HT1A

Los ensayos de fijación de [35S]GTP S 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 -catenina 

presentaron una menor funcionalidad de los heterorreceptores 5-HT1A en esta área, que fue 

revertida tras la administración subcrónica del compuesto RS67,333. El incremento de la 

funcionalidad de los receptores 5-HT1A en corteza prefrontal podría 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 proteína Gi/o. Sin embargo, tratamientos 

crónicos con fármacos 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 áreas donde el receptor 5-HT1A tiene 

localización postsináptica, 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 postsinápticas como el hipocampo, como se ha 
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descrito tras el tratamiento con fármacos antidepresivos clásicos (Castro et al, 2003). Estos 

resultados confirman la importancia que tiene la modulación del receptor 5-HT1A en el 

efecto antidepresivo rápido del agonista parcial 5-HT4 RS67,333. 

El efecto antidepresivo mediado por el tratamiento subcrónico con RS67,333 

también se corresponde según algunos autores con una desensibilización del autorreceptor 

5-HT1A (Lucas et al, 2007). Por ello, no podemos descartar esta posibilidad en la mediación 

del efecto antidepresivo en nuestros animales knockout para -catenina dado que los 

animales en los que hemos eliminado -catenina presentan una hipersensibilización de este 

receptor, como vimos en los experimentos de hipotermia inducida por la activación de este 

subtipo serotonérgico.  

 Modulación de la funcionalidad de los receptores 5-HT4 

 La evaluación del efecto de la administración subcrónica del compuesto RS67,333, 

sobre la funcionalidad de los receptores 5-HT4 en animales cKO -catenina en el giro 

dentado del hipocampo, se llevó a cabo mediante el estudio de la acumulación de cAMP en 

homogenizados de núcleo estriado. El tratamiento con RS67,333 en los animales wildtype 

mostró una reducción de la acumulación de cAMP inducida por el agonista 5-HT4 

zacoprida, que se corresponde con estudios previos en ratas naïve tras 7 días de tratamiento 

con RS67,333 (Pascual-Brazo et al, 2012), o tras el tratamiento crónico con antidepresivos 

clásicos (Reierson et al, 2009; Vidal et al, 2009; Vidal et al, 2010). De forma paralela, se 

ha descrito la regulación a la baja de los receptores 5-HT4 en algunas áreas cerebrales tras 

la administración crónica de antidepresivos como la paroxetina (Licht et al, 2009), como 

consecuencia de la elevación de los niveles de serotonina por efecto del tratamiento 

farmacológico (Hajos-Korcsok et al, 2000; Owen & Whitton, 2005), si bien en otras áreas 

como la sustancia negra no se observan cambios en la densidad de receptores 5-HT4 (Gobbi 

et al, 1997). En nuestro caso, la disminución de la señalización mediada por los receptores 

5-HT4 en estriado, estaría debida a una regulación a la baja del receptor, o a una 

desensibilización 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 días de 

tratamiento con este compuesto (Licht et al, 2010). Sin embargo, el tratamiento con 

RS6,7333 no mostró cambios en los niveles de cAMP en los animales cKO, posiblemente 

debido a que los niveles del segundo mensajero mediados por la activación del receptor 5-

HT4 en estos animales ya son bajos (como se discutió en el apartado 1.3.3.). 
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3. CARACTERIZACIÓN CONDUCTUAL DE UN 

MODELO DE DEPRESIÓN EN EL ANIMAL 

CON -CATENINA ESTABILIZADA 

 En la caracterización fenotípica del animal que presenta la forma estabilizada de -

catenina un mes después de la inducción, no se observaron en general cambios en la 

conducta depresiva/ansiosa, si bien en el novelty suppressed feeding test, la conducta 

antidepresiva/ansiolítica fue clara. Por ello, quisimos evaluar si la expresión de -catenina 

constitutivamente activa inducía un fenotipo resistente o resiliente en un modelo animal de 

depresión realizado mediante la administración crónica de corticosterona en agua de 

bebida. Este modelo es muy utilizado para provocar cambios comportamentales de tipo 

anhedonia o indefensión aprendida, característicos de la patología depresiva (Ardayfio & 

Kim, 2006; David et al, 2009; Deroche et al, 1993; Gourley & Taylor, 2009).  

 Los animales con -catenina estabilizada naïve (sin corticosterona) presentan una 

conducta antidepresiva y ansiolítica más clara dos meses después de la inducción del 

transgénico, que se corresponde con lo descrito tras el tratamiento crónico con 

antidepresivos en los que se incrementa -catenina en la capa subgranular del giro dentado 

del hipocampo (Mostany et al, 2008; Pascual-Brazo et al, 2012). Además de por el 

incremento en marcadores de proliferación, los beneficios comportamentales que exhiben 

podrían estar en parte mediados por mecanismos independientes de neurogénesis 

hipocampal, pero dependientes de neuroplasticidad en otras áreas cerebrales de gran 

relevancia en depresión como la corteza prefrontal (Pittenger & Duman, 2008), o de 

cambios en sistemas de neurotransmisión, como ya hemos indicado anteriormente, como 

el sistema serotonérgico (mediante desensibilización de los autorreceptores 5-HT1A). Estos 

bajos niveles del autorreceptor 5-HT1A, o de su funcionalidad se han relacionado con una 

respuesta más activa ante situaciones de estrés, y a un fenotipo resiliente a modelos de 

estrés crónico suave (chronic mild stress) (Richardson-Jones et al, 2010). En la misma 

línea, se ha descrito que -catenina induce la síntesis 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, sería interesante estudiar los niveles del factor neurotrófico así como de su receptor 

TrkB en estos animales. 

 La administración crónica de corticosterona en los animales que presentan -

catenina estabilizada, indujo un menor efecto pro-depresivo y ansiogénico que en sus 

respectivos wildtype. Teniendo en cuenta el fenotipo ansioso/depresivo característico del 

modelo (David et al, 2009; Rainer et al, 2012), la estabilización condicional de -catenina 

en la capa subgranular del giro dentado hipocampal, confiere a los animales resistencia 

frente a la inducción del estado patológico del modelo, resultando en un fenotipo resistente 

o resiliente. Esta misma característica se ha descrito tras la sobreexpresión de -catenina 

en núcleo accumbens (Dias et al, 2014), apoyando la importancia que tiene esta proteína en 

conferir un fenotipo conductual más adaptable a situaciones de estrés. Esta conducta 

resiliente se ha relacionado con la proteína Dicer1, que permiten la expresión de diversos 

miRNAs que tienen múltiples 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 administración exógena de glucocorticoides, así como la exposición a estrés 

crónico, producen una reducción 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). 

Así, esta conducta de los animales que estabilizan -catenina se podría explicar a través de 

cambios en la neuroplasticidad asociados al papel de esta proteína en membrana en 

asociación a N-caderina (Okuda et al, 2007; Uchida et al, 1996). Por todo lo comentado, 

estudiando en profundidad la proliferación y la neurogénesis, así como la densidad y 

morfología de la arborización y espinas dendríticas en estos animales tratados crónicamente 

con corticosterona, podríamos determinar si el fenotipo resistente que muestran los 

animales, se correlaciona con aumentos de fenómenos proliferativos y neuroplásticos. 

 En conjunto estos resultados sugieren que la vía de señalización a través de -

catenina puede contribuir tanto a la etiología 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: CARACTERIZACIÓN CONDUCTUAL, 

NEUROQUÍMICA Y MOLECULAR 

 

 La segunda parte de este trabajo de tesis, gira en torno al silenciamiento in vivo de 

la proteína mTOR mediante la infusión intracerebral y unilateral de moléculas de siRNA 

específicas para mTOR en la corteza prefrontal medial. De forma aguda se administraron 

en la corteza infralímbica y la corteza prelímbica mientras que en el tratamiento subcrónico 

(7días) únicamente en la corteza infralímbica. La discusión de esta parte del trabajo se 

realizará integrando los dos tratamientos para evitar ser repetitivos en los argumentos de la 

evaluación del efecto del silenciamiento de mTOR sobre la conducta. 

 La ketamina, antagonista del receptor NMDA de glutamato, muestra una rápida y 

sostenida acción antidepresiva, que además es efectiva en pacientes resistentes (Berman et 

al, 2000; Zarate et al, 2006). En la búsqueda de los mecanismos moleculares que median la 

acción de la ketamina, así como de otros moduladores directos o indirectos del sistema 

glutamatérgico como los antagonistas de los receptores mGluR2/3 (Dwyer et al, 2012), o 

la administración del péptido leucina-isoleucina (Leu–Ile) (Furukawa-Hibi et al, 2011), 

señalan la vía de mTOR como la mediadora del efecto antidepresivo rápido 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 mayoría de las investigaciones preclínicas realizadas hasta el momento que 

pretenden evidenciar los mecanismos por los cuales la administración de ketamina u otros 

compuestos antagonistas del receptor NMDA de glutamato ejercen sus efectos 

antidepresivos rápidos, se han centrado en la corteza prefrontal medial. No es de extrañar, 

ya que como se comentó previamente, esta estructura junto con el hipocampo, presenta una 

plasticidad sináptica muy sensible al estrés, lo que provoca alteraciones a nivel celular, 

atrofia dendrítica 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 área cerebral por su elevada relación con la patología, así como por el 

importante papel que juega la vía de mTOR en el efecto antidepresivo rápido de algunos 

compuestos como la ketamina (Li et al, 2010a). La activación de esta área también está 

asociada con el efecto antidepresivo rápido de otras estrategias terapéuticas como la 

estimulación cerebral profunda (Veerakumar et al, 2014). Dentro de la corteza prefrontal, 

se ha descrito cómo la infusión de ketamina o la activación mediante optogenética en 

corteza infralímbica, y no en prelímbica, es capaz de producir efectos antidepresivos 

(Fuchikami et al, 2015). Por ello, nos planteamos si de forma opuesta, el silenciamiento de 

mTOR en corteza infralímbica, y no en prelímbica, podía dar lugar a cambios conductuales 

y/o neuroquímicos asociados a la patología depresiva. 

 

4.1.1. CONDUCTA DE TIPO DEPRESIVO 

 El silenciamiento de mTOR en la corteza infralímbica, pero no en la prelímbica, 

desencadenó una conducta de tipo depresivo tras el tratamiento agudo, que es mantenida al 

menos durante 48 h. Este mismo efecto pro-depresivo se observó en los animales tras el 

silenciamiento subcrónico de mTOR en la corteza infralímbica. Es la primera vez que se 

describen los efectos del silenciamiento de mTOR en corteza infralímbica sobre la 

conducta de tipo depresivo. Los escasos trabajos donde se inhibe la vía de mTOR 

farmacológicamente revelan resultados opuestos. En línea con nuestros resultados, se ha 

descrito que la administración sistémica crónica de inhibidores de mTOR en ratón (Russo 

et al, 2016), y en rata (Russo et al, 2013), producen efectos prodepresivos. Además, en 
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muestras humanas de corteza prefrontal de pacientes diagnosticados de depresión mayor, 

se ha descrito una disminución en la activación de la vía de mTOR (Jernigan et al, 2011). 

Por el contrario, otros autores describen un efecto antidepresivo/ansiolítico inducido por la 

administración sistémica crónica de inhibidores de la vía de mTOR (Cambiaghi et al, 2013; 

Cleary et al, 2008; Halloran et al, 2012), o tras su administración aguda (Cleary et al, 2008; 

Russo et al, 2014). En nuestro caso, la aplicación de las moléculas de siRNAs para mTOR 

de forma precisa en la corteza infralímbica, evita interferencias debidas a la inhibición de 

la vía de mTOR en otras áreas cerebrales tras la administración sistémica de compuestos 

antagonistas, que podrían enmascarar el efecto real de la inhibición de la vía de mTOR 

sobre la conducta de tipo depresivo. 

 Además de la conducta de tipo depresivo evaluada mediante el grado de 

desesperación del animal en el test de la natación forzada o el test de suspensión de la cola, 

el silenciamiento subcrónico de mTOR en corteza infralímbica indujo anhedonia. Este 

síntoma se ha descrito previamente en tratamientos sistémicos crónicos con inhibidores de 

mTOR en rata (Russo et al, 2013). Por el contrario, la activación de la vía de mTOR 

mediante la administración de una sola dosis de ketamina, revierte el estado anhedónico 

característico de modelos animales como el de estrés crónico impredecible (chronic 

unpredictable stress, CUS) (Li et al, 2011). La reversión de la anhedonia se ha asociado 

habitualmente con tratamientos crónicos con antidepresivos, pero no agudos o subcrónicos 

(Willner, 2005). Esta rápida inducción del estado anhedónico tras el silenciamiento 

subcrónico de mTOR, así como la reversión que se observa de esta conducta tras una sola 

administración de activadores de la vía, muestra la importancia de la modulación de esta 

vía para el control de la conducta anhédonica. 

En la misma línea, la estimulación de la corteza infralímbica mediante optogenética, 

tiene efectos antidepresivos similares a la ketamina (Fuchikami et al, 2015), produciendo 

en ratas naïve un efecto antidepresivo tras la activación unilateral y bilateral, mientras que 

la anhedonia sólo se revierte tras la activación bilateral. En este caso, la discrepancia 

existente entre el efecto anhedónico observado en nuestros resultados tras el silenciamiento 

subcrónico de mTOR unilateral, y la necesidad de la estimulación bilateral de la corteza 

infralímbica para inducir un estado hedónico en los animales, posiblemente se deba a que 

la activación de la corteza infralímbica mediante optogenética se realiza de forma aguda 

(Fuchikami et al, 2015). 



Discusión

211

 

4.1.2. CONDUCTA DE TIPO ANSIOSO 

 La conducta que determina un tipo de ansiedad etológica (Calhoon & Tye, 2015), 

se analizó mediante el test de campo abierto (OF) en los animales silenciados para mTOR 

de forma aguda y subcrónica. Además, se evaluó la actividad locomotora para poder así 

descartar que la mayor inmovilidad observada en los test de desesperación conductual 

utilizados para evaluar depresión (FST y TST) en los animales en los que se silenció mTOR 

en la corteza infralímbica, no fuese el resultado de disfunciones motoras. Ambos 

parámetros, movilidad y ansiedad, no mostraron cambios tras la administración aguda y 

subcrónica de los siRNAs para mTOR. Esto refleja que el silenciamiento de mTOR tanto 

en corteza infralímbica como en prelímbica, no induce cambios asociados a la conducta 

ansiosa más primaria, en contra del efecto ansiolítico descrito tras la administración 

sistémica del inhibidor de mTOR rapamicina de forma crónica (Cambiaghi et al, 2013; 

Fifield et al, 2013; Halloran et al, 2012). Otros autores describen sin embargo, como la 

administración crónica de un inhibidor de mTOR, produce un efecto ansiogénico en ratones 

(Russo et al, 2016). Por el contrario, la administración aguda de ketamina no tiene efectos 

sobre la ansiedad cuando se administra de forma sistémica (Pham et al, 2017), pero 

administrada en la corteza infralímbica muestra efectos ansiolíticos (Fuchikami et al, 

2015). Estas discrepancias podrían ser debidas a las diferencias metodológicas como la 

inhibición crónica versus aguda, silenciamiento molecular versus farmacológico, cepas de 

animales utilizadas o administración local versus sistémica. 

 Otro tipo de ansiedad, muy evaluada en modelos animales de depresión debido a su 

elevada validez predictiva tras tratamientos crónicos con antidepresivos (Santarelli et al, 

2003), es la ansiedad conflictiva o hiponeofagia (Calhoon & Tye, 2015). El análisis de esta 

conducta en los animales silenciados durante 7 días no mostró diferencias en el tiempo de 

latencia a comer, en oposición con otros autores que describen que el tratamiento crónico 

con everolimus, inhibidor farmacológico 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 podrían deberse, como se ha indicado anteriormente, a 

diferencias metodológicas, no pudiendo descartar en nuestro caso que el silenciamiento 

crónico de mTOR pudiera dar lugar a dicha conducta ansiosa. 
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El efecto ansiogénico que presenta la inhibición 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 vía de mTOR en otras áreas relevantes para la conducta 

ansiosa. Teniendo en cuenta que la activación de la vía de mTOR en otras áreas cerebrales 

como el hipocampo y la amígdala se ha relacionado con cambios neuroplásticos que 

podrían contribuir a un fenotipo ansiolítico, resistente al estrés, y antidepresivo (Lloyd et 

al, 2017), la inhibición de la vía de mTOR mediante administraciones sistémicas en esas 

áreas, podría explicar el efecto ansiogénico descrito por otros autores (Russo et al, 2016), 

así como la ausencia de cambios en ansiedad que observamos en nuestros resultados tras el 

silenciamiento de mTOR en corteza infralímbica. 

 Los resultados de este apartado sugieren, de forma atractiva, que una desregulación 

de la señalización mediante la vía de mTOR en corteza infralímbica es suficiente para 

desarrollar una conducta de tipo depresivo, mientras que la conducta ansiosa en ratones no 

estaría relacionada con la inhibición de esta vía de señalización en corteza infralímbica. 

 

4.2. SILENCIAMIENTO DE mTOR EN LA mPFCx: CAMBIOS 

MOLECULARES  

4.2.1. INFLUENCIA DEL SILENCIAMIENTO AGUDO SOBRE LA 

EXPRESIÓN DEL mRNA DE mTOR 

 Para determinar la eficacia del silenciamiento de mTOR en la corteza prefrontal 

medial se realizó una hibridación in situ utilizando sondas específicas contra el mRNA que 

codifica para nuestra proteína diana tras una única infusión de los siRNAs específicos para 

mTOR. Los estudios de hibridación in situ de mTOR revelaron en los animales silenciados 

en la corteza IL una disminución del mRNA para esta proteína tanto en corteza infralímbica 

como prelímbica. Por el contrario, los animales silenciados en corteza PL, presentaban 

disminución de la expresión de mTOR solamente en la corteza PL, mientras que la IL 

situada a escasos milímetros por debajo de ésta, no mostró cambios. La disminución del 

mRNA para mTOR en PL tras la infusión 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 epifenómeno, 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 específico en la corteza PL no conlleva ningún efecto 

en la conducta de los animales. 

 La reducción de la expresión de mTOR tendrá que ser confirmada evaluando la 

expresión de la proteína de mTOR mediante inmunohistoquímica. Además, el estudio de 

otras proteínas importantes en plasticidad sináptica como es la PSD-95, cuya expresión se 

encuentra regulada por la vía de mTOR, y cuyos niveles se encuentran disminuidos en 

modelos animales de depresión (Seese et al, 2013), e incrementados tras tratamientos 

antidepresivos que median su efecto por la activación de esta vía (Li et al, 2010a; Li et al, 

2011), nos ayudará a evaluar el alcance del silenciamiento de mTOR. 

 

4.2.2. INFLUENCIA DEL SILENCIAMIENTO AGUDO SOBRE LA 

EXPRESIÓN DEL mRNA DE BDNF 

 Cambios en los niveles de factores tróficos como el factor neurotrófico derivado de 

cerebro (BDNF), se han asociado con las alteraciones sinápticas inducidas por estrés, así 

como por el efecto antidepresivo (Duman & Monteggia, 2006). En relación al efecto 

antidepresivo de la ketamina, u otros compuestos que actúan mediante la activación de la 

vía 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 más, la activación de la vía de mTOR produce una disminución de la fosforilación 

del factor eucariótico de elongación eEF2, y el posterior incremento de la síntesis 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 silenció mTOR en corteza

infralímbica, una disminución de los niveles del mRNA de BDNF tanto en la región 

ipsilateral como contralateral de dicha estructura y en la región ipsilateral de la corteza 

prelímbica. Esta disminución de BDNF en corteza prefrontal paralela a la conducta de tipo 

depresivo de nuestros animales, está en línea con lo descrito en modelos animales de estrés 

(Castren & Rantamaki, 2010a; Duman & Monteggia, 2006; Krishnan & Nestler, 2008), así 
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como en muestras postmortem de pacientes diagnosticados de depresión mayor (Duman & 

Monteggia, 2006). En línea con la modulación de BDNF mediada por esta vía (Autry et al, 

2011), el silenciamiento de mTOR en nuestros animales podría estar modulando la forma 

fosforilada del factor eEF2, con la consecuente disminución de la expresión de BDNF en 

esas áreas. 

Sin embargo, la presencia de una reducción de la expresión de BDNF también en la 

corteza infralímbica contralateral (izquierda) en los animales en los que se silenció mTOR 

unilateralmente en la corteza infralímbica, no concuerda con niveles bajos de mTOR 

contralateral, no pudiendo relacionarse con un efecto directo del silenciamiento de mTOR. 

Por ello, la alteración en la expresión de BDNF en la región contralateral podría estar 

asociada a cambios en la circuitería de estas estructuras y sus proyecciones (Riga et al, 

2014). En este sentido, una desregulación de uno de los hemisferios podría conllevar 

cambios en el opuesto por ejemplo, ya que las conexiones entre el área izquierda de la 

corteza prefrontal medial participan en la inhibición interhemisférica de las respuestas 

emocionales al estrés que dependen del lado derecho (Sullivan, 2004). Esto es congruente 

con que en los últimos años los trastornos mentales se han definido como “conectopatías”, 

con complejos mecanismos patológicos localizados a nivel de los circuitos y sus 

comunicaciones (Bargmann & Lieberman, 2014). Así, la alteración de la plasticidad 

sináptica de la corteza prefrontal medial podría afectar a las comunicaciones 

bidireccionales con las estructuras subcorticales, reflejándose a nivel de las reducciones 

observadas en BDNF. 

La corteza prefrontal medial es además un área 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 

implicación preferencial de la corteza prefrontal medial derecha en la modulación de la 

respuesta fisiológica al estrés (Sullivan & Gratton, 1999). En nuestro caso, el 

silenciamiento de mTOR que se realizó en la corteza infralímbica derecha, podría conducir 

a una deficiencia en la activación 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 patologías como la depresión mayor (Gotlib et 

al, 2008; Pariante & Lightman, 2008). Es más, el desbalance entre la activación 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 SUBCRÓNICO SOBRE LA 

EXPRESIÓN DE c-FOS 

 Para profundizar en los efectos del silenciamiento de mTOR durante 7 días en la 

corteza infralímbica, se analizó mediante inmunohistoquímica la expresión de la proteína 

c-Fos, que se considera como marcador de actividad neuronal (Dragunow & Faull, 1989), 

en la corteza prefrontal medial y el núcleo dorsal del rafe. De las diferentes vías que parten 

de la mPFCx, una de las más relevantes es la que va al núcleo dorsal del rafe, ya que la 

activación mediante esta vía de interneuronas GABAérgicas situadas en el DRN conduce a 

una inhibición de la descarga de las neuronas serotonérgicas, lo que se ha relacionado con 

efectos prodepresivos (Challis et al, 2014). Además, se ha propuesto que la conexión 

mPFCx-DRN puede contribuir al efecto antidepresivo de la ketamina (Pham et al, 2017), 

aunque no es la única conexión propuesta, por lo que sería de gran interés analizar la 

expresión de esta proteína en otras estructuras como la amígdala (Myers-Schulz & 

Koenigs, 2012). La cuantificación de células positivas para c-Fos en el DRN, donde se 

encuentran los somas de las neuronas serotonérgicas, no mostró variaciones significativas 

dando a entender que la inactivación de mTOR, no tiene consecuencias en esta área al 

menos a través de este tipo de análisis. Estos datos concuerdan con un estudio publicado 

recientemente, en el que la exposición al estrés no promueve cambios en la expresión 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 infralímbica en ratas mediante DBS no presentan cambios de la expresión de c-Fos 

en DRN (Jimenez-Sanchez et al, 2016), mientras que otros autores describen un incremento 

de la expresión de esta proteína (Veerakumar et al, 2014). 

 La expresión de c-Fos también se determinó en las subregiones de la corteza 

prefrontal medial tanto ipsi- como contralateral de los animales sometidos a la 

administración subcrónica de siRNAs contra mTOR. Mientras en las cortezas infralimbica 

y prelímbica contralaterales se observan tendencias a un mayor número de células positivas 

para c-Fos, en las áreas ipsilaterales de los animales silenciados para mTOR, la expresión 
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de c-Fos no sufrieró ningún cambio. Este resultado, podría explicarse por el papel que tiene 

la vía de mTOR sobre la expresión de c-Fos. Estudios en cultivos celulares han descrito 

que la inhibición de la vía de mTOR bloquea la fosforilación de 4EBP1, produciéndose una 

reducción de la síntesis de c-Fos (Takeuchi et al, 2001). Además, como hemos indicado 

anteriormente, la corteza prefrontal medial izquierda (contralateral), juega un importante 

papel en la regulación de la parte derecha (Sullivan, 2004), por lo que el incremento de la 

activación de c-Fos en este hemisferio, podría evidenciar un intento de modulación de la 

actividad de la mPFCx derecha. 

Las funciones de las cortezas infralímbica y prelímbica son opuestas. Por un lado, 

la inactivación de la IL conduciría a un efecto antidepresivo (Slattery et al, 2011), mientras 

que la obtención del mismo resultado conductual se obtiene mediante la activación de la 

PL (Kumar et al, 2013). Sin embargo, los resultados obtenidos de la expresión de c-Fos nos 

indican una ausencia de cambios en el sitio de infusión. A su vez, la corteza infralímbica 

realiza un papel inhibidor sobre la corteza prelímbica, y de activación sobre regiones 

subcorticales (Ji & Neugebauer, 2012), por lo que un mal funcionamiento de esta corteza 

infralímbica podría dar lugar a una desregulación de estas conexiones, como las existentes 

con núcleo accumbens (Britt et al, 2012), o con el núcleo dorsal del rafe (Challis et al, 

2014), dando como resultado los cambios observados en la conducta depresiva.  

Estudios de colocalización mediante inmunofluorescencia para estudiar qué 

poblaciones neuronales (serotonérgicas, glutamatérgicas y/o gabaérgicas) están expresando 

la proteína c-Fos en las diferentes áreas estudiadas, daría más luz a esta parte con la que 

hoy por hoy sólo podemos especular. Más aún, estos resultados de expresión de c-Fos no 

están realizados en su pico máximo de expresión dos horas después del estímulo (Nestler 

et al, 2001), por lo que el estudio de la respuesta aguda a estrés dentro de este periodo, nos 

podría mostrar de forma más precisa la respuesta en áreas como la corteza infralímbica 

relacionada con depresión (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 SUBCRÓNICO SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN HIPOCAMPAL 

 Ya se ha comentado en este trabajo que la hipótesis neurotrófica postula una 

disminución de la proliferación hipocampal en el estado depresivo (Duman & Li, 2012), y 

por el contrario, el requerimiento de la proliferación y neurogénesis para que determinados 

fármacos antidepresivos ejerzan sus efectos en modelos animales de depresión (David et 

al, 2009; Santarelli et al, 2003). Atendiendo a los resultados presentados en esta tesis, 

hemos visto como una disminución de la proteína -catenina en la zona subgranular del 

giro dentado del hipocampo, promueve una disminución de la proliferación en hipocampo, 

acompañada de una respuesta conductual de tipo ansioso/depresivo. Por ello, quisimos 

determinar si el silenciamiento subcrónico de mTOR en corteza infralímbica, producía 

cambios en la proliferación en giro dentado del hipocampo que pudiera explicar en parte la 

conducta depresiva. El análisis mediante inmunohistoquímica de la proteína nuclear Ki67, 

comúnmente utilizada como marcador de proliferación (Scholzen & Gerdes, 2000), no 

mostró alteraciones, por lo que el silenciamiento de mTOR no implica cambios 

proliferativos en el giro dentado del hipocampo, al menos tras el silenciamiento subcrónico 

de mTOR. Este resultado está en línea con la ausencia de cambios de BDNF que hemos 

observado en el hipocampo. No descartamos sin embargo, que silenciamiento de mTOR de 

forma crónica pudiera dar lugar a modificaciones en proliferación, como el incremento 

descrito después de tres semanas de la administración de un inhibidor de esta vía (Russo et 

al, 2016). 

 

4.3. SILENCIAMIENTO DE mTOR EN LA CORTEZA IL: 

INFLUENCIA SOBRE LA LIBERACIÓN DE 5-HT EN DRN 

 Dentro de los posibles mecanismos de acción de la ketamina y los antagonistas de 

los receptores metabotrópicos de glutamato mGlu2/3 en la respuesta antidepresiva y 

ansiolítica, se ha descrito la implicación de la neurotrasmisión serotonérgica, confirmada 

mediante el bloqueo del efecto antidepresivo tras la administración del inhibidor de la TPH 

para-clorofenilalanina (PCPA) (Fukumoto et al, 2014; Pham et al, 2017). Además, las 

proyecciones de la corteza prefrontal medial juegan un papel importante sobre la 

regulación del núcleo dorsal del rafe, estructura de gran relevancia en la patología 
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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 infralímbica producía alteraciones en los niveles 

y modulación de la liberación del neurotransmisor serotonina en el DRN, estructura cuya 

actividad se encuentra regulada mediante proyecciones neuronales procedentes de la 

corteza infralímbica. Esto nos permitiría formular una hipótesis del efecto pro-depresivo 

que induce el silenciamiento de mTOR en corteza IL basándonos 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 liberación de 5-HT en las 

inmediaciones de los somas de las neuronas serotonérgicas no han sufrido cambios después 

del silenciamiento agudo de mTOR. Es más, la administración local de veratridina que 

provoca una despolarización química, activando los canales de Na+, no mostró diferencias 

en las áreas bajo la curva de cada grupo lo que indica que, de forma basal, el patrón de 

liberación del neurotransmisor es similar. Sin embargo, en la curva de liberación de 

neurotransmisor frente al tiempo, se aprecia un ligero desplazamiento de la curva hacia la 

derecha en los animales silenciados para mTOR en corteza infralímbica, sugiriendo un 

retraso en la respuesta al estímulo. Este efecto podría ser concomitante al silenciamiento de 

mTOR, ya que la inhibición de esta vía provoca un aumento de la expresión de los canales 

de potasio Kv1.1, incrementando el umbral de excitabilidad, hecho que se ha asociado con 

una reducción de convulsiones en epilepsia (Niere & Raab-Graham, 2017; Raab-Graham 

et al, 2006). 

 La administración local de dos dosis diferentes de bicuculina —antagonista del 

receptor GABAA—, intra-DRN, elimina la acción inhibitoria de las interneuronas 

GABAérgicas que regulan la actividad de las neuronas serotonérgicas en este núcleo. Las 

áreas 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 infralímbica y sus controles. En 

cambio, se aprecia un diferente perfil de respuesta en la liberación de 5-HT en los animales 

silenciados, observándose un mayor y más rápido pico de liberación del neurotransmisor, 

tras la administración de la dosis de bicuculina 100 μM, sugiriendo la existencia de un 

mayor tono GABAérgico actuando sobre las neuronas serotonérgicas del núcleo 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 GABAérgicas (Celada et al, 

2001), si bien algunos autores describen una predominancia de la conexión GABAérgica 

(Jankowski & Sesack, 2004) o de la conexión 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 

infralímbica. Esta hipótesis se sustenta en trabajos en los que se ha descrito un pico rápido 

de liberación de 5-HT en DRN en respuesta a la infusión de glutamato (Mokler et al, 2009). 

La rápida disminución de los niveles de serotonina en el núcleo dorsal del rafe podría estar 

mediado por la activación de autorreceptores 5-HT1A en esta estructura, como se ha descrito 

previamente tras la estimulación directa del DRN mediante glutamato (Mokler et al., 2009). 

 Otros trabajos indican además la disminución de la excitabilidad de neuronas 

serotonérgicas, y un incremento de la inhibición por hiperexcitabilidad de las interneuronas 

GABAérgicas en el núcleo dorsal del rafe en modelos de depresión como el de “derrota 

social” (social defeat) (Challis et al, 2014; Challis et al, 2013), además, de un aumento de 

glutamato en DRN por la activación de vías procedentes de la corteza infralímbica (Challis 

et al, 2014; Challis et al, 2013; Venzala et al, 2013). 

 Basándonos en nuestros resultados y los datos publicados, planteamos como 

hipótesis la sobreactivación de la vía glutamatérgica mPFCx-DRN. El efecto directo sobre 

neuronas serotonérgicas e indirecto sobre GABAérgicas, no promovería cambios en los 

niveles basales de serotonina liberados. Sin embargo, el bloqueo de la señal inhibitoria 

ejercido por GABA permite visualizar ese elevado tono excitatorio (glutamato) (fig. 65). 

Experimentos adicionales son necesarios para determinar de forma precisa la modulación 

del circuito mPFCx-DRN en los animales tras el silenciamiento de mTOR en corteza 

infralímbica. 

 

Los resultados de los que disponemos hasta la fecha muestran la validez de 

constructo o etiológico, debido a la disminución de mTOR en PFCx, en paralelo a los 

estudios en muestras postmortem de pacientes diagnosticados con depresión mayor 

(Jernigan et al, 2011). Es más, también presentan validez aparente, determinada a través de 

los test conductuales que muestran signos asociados a síntomas presentes en los pacientes 
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de esta enfermedad, como es el estado anhedónico. Por esto, las evidencias aquí expuestas 

sugieren que nuestros animales podrían ser un buen modelo animal de depresión. 

 

 

Figura 65. Hipótesis neuroquímica de las posibles adaptaciones en la circuitería vmPFC-DRN tras 
el silenciamiento agudo de mTOR en la corteza IL. El esquema muestra el estado de la circuitería 
en condiciones normales (administración de LCRa) (A), tras el silenciamiento de mTOR (B), y tras 
la administración local de bicuculina en animales siRNA-mTOR (C). El silenciamiento de mTOR 
estaría induciendo una potenciación de la vía excitatoria glutamatérgica desde la vmPFC al DRN 
(B). La infusión del antagonista GABAA bicuculina en DRN eliminaría el control GABA sobre la 
actividad serotonérgica, provocando por tanto el aumento en la liberación de 5-HT perisomática 
(C). Modificado de Challis et al. 2015. 
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5. ESTUDIO DE LA VÍA DE mTOR EN 

MUESTRAS POSTMORTEM DE PACIENTES 

DIAGNOSTICADOS DE DEPRESIÓN MAYOR 

 En la actualidad sólo existe un trabajo que asocia la disfuncionalidad de la vía de 

mTOR con la patología depresiva en cerebro humano postmortem (Jernigan et al, 2011). 

En este estudio se muestra como en la corteza frontal de pacientes diagnosticados con 

depresión mayor, se encuentran disminuidos los niveles de mTOR y sus efectores p70S6K 

y eIF4B. Por lo tanto, en nuestro estudio, quisimos dar un paso más y comprobar por 

primera vez, si los antidepresivos de uso en clínica regulaban esta vía de señalización en 

muestras de cerebro humano postmortem, de forma paralela a lo observado en estudios 

preclínicos (Dagestad et al, 2006; Liu et al, 2015). Nuestros resultados no mostraron 

diferencias en la expresión de mTOR a nivel de mRNA entre los controles y los grupos de 

pacientes tratados o sin tratar. En relación a la expresión a nivel de proteína, el grupo de 

pacientes diagnosticados de depresión mayor sin tratar no mostró diferencias en mTOR, en 

contra de lo descrito previamente (Jernigan et al, 2011). Sin embargo, estos autores no 

estudiaron la proteína fosforilada y, por lo tanto, la forma activa de mTOR. En este sentido, 

en nuestras muestras observamos un aumento significativo del ratio de proteína 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 común en clínica, 

administrados de forma crónica, aumentarían la actividad de la vía de mTOR en FCx. Estos 

resultados están en línea con lo que se ha descrito para estudios preclínicos con 

antidepresivos clásicos como el escitalopram y la paroxetina en hipocampo (Park et al, 

2014) y otros de acción rápida como la ketamina en PFCx, (Li et al, 2010a) mientras que 

antidepresivos comunes como la fluoxetina no modulan la vía de mTOR (Park et al, 2014). 

 El estudio de los efectores de la cascada de señalización que se encuentran por 

debajo de mTOR se realizó determinando los niveles de 4EBP1, su forma fosforilada y de 

p70S6K. La proteína 4EBP1 se encuentra unida al factor de iniciación de la traducción 

eIF4E, bloqueando así la expresión de proteínas específicas. La activación de 4EBP1 tras 

su fosforilación mediada por mTOR, induce el desbloqueo del factor eIF4E (Laplante & 

Sabatini, 2009). En nuestros resultados observamos una disminución, aunque no 
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estadísticamente significativa en el grupo libre de antidepresivo con respecto al grupo 

control, que estaría en línea con la disminución de la vía 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 observó una reversión 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 clínica (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 reversión de la fosforilación en 4-EBP1, se podría correlacionar con una ausencia 

de efecto antidepresivo. La falta de fosforilación de 4EBP1 en este caso parece necesaria 

para la instauración de un completo efecto antidepresivo. En este estudio no obtuvimos 

resultados significativos, posiblemente debido al bajo número de muestras de las que 

disponíamos, así como a la gran heterogeneidad que presentan las muestras humanas en 

comparación con las de los animales de experimentación (Ferrer et al, 2007; Siew et al, 

2004). Los estudios de expresión génica de la proteína 4EBP1 revelaron una disminución 

significativa a nivel de su mRNA, en los individuos diagnosticados de depresión, sin y con 

tratamiento, lo que correlaciona con la tendencia observada para esta proteína. Cabe 

destacar que aunque en nuestro caso los resultados encontrados en proteína y mRNA son 

paralelos, la utilización de los niveles de mRNA para la predicción de los niveles de 

proteína 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, podría indicar la incapacidad de los antidepresivos de 

modular esta vía y la carencia de efecto antidepresivo en los sujetos.  

En referencia al estudio de la vía a través del efector p70S6K, sólo se pudieron 

realizar los estudios de su expresión a nivel de mRNA los niveles del cual, no presentaron 

diferencias entre los grupos experimentales. De forma indirecta, los resultados no apoyan 

el único estudio que existe sobre el estudio de la vía en humanos ya que, éste muestra una 

reducción de los niveles de la proteína p70S6K (Jernigan et al, 2011).  

Los resultados obtenidos en muestras de pacientes apoyan la importancia de la 

activación de mTOR en la respuesta al tratamiento antidepresivo, si bien la activación de 

4EBP1 parece un punto clave para la obtención de un efecto antidepresivo completo. 

  



VI. CONCLUSIONES 
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1. La eliminación de -catenina en células del giro dentado del hipocampo que expresan 

GLAST induce una conducta de tipo depresivo/ansioso, y una reducción de la 

proliferación y neurogénesis hipocampal. Además, ello se acompaña de una reducción 

de la funcionalidad del heterorreceptor 5-HT1A, y un incremento de la funcionalidad 

del autorreceptor 5-HT1A in vivo; la reducción de la funcionalidad del receptor 5-HT1B 

en áreas como el hipotálamo y del receptor 5-HT4 en estriado; y una disminución de 

la liberación de serotonina en respuesta a la administración de veratridina. El 

tratamiento subcrónico con la molécula de perfil antidepresivo RS67,333 induce un 

efecto antidepresivo en el ratón en el cual se ha eliminado la -catenina en nichos 

proliferativos hipocampales, revirtiendo la funcionalidad del heterorreceptor 5-HT1A. 

2. En su conjunto, estos resultados revelan la importancia de -catenina en el 

establecimiento de la conducta depresiva/ansiosa conjuntamente con su papel en la 

proliferación/neurogénesis hipocampal, reforzando además la función reguladora del 

sistema serotonérgico, que conlleva cambios asociados a la patología depresiva. 

3. La estabilización de -catenina en el giro dentado del hipocampo en células que 

expresan GLAST induce una conducta de tipo ansiolítica/antidepresiva, además de un 

incremento de la proliferación hipocampal y una disminución de la funcionalidad del 

autorreceptor 5-HT1A. 

4. La estabilización de -catenina en nichos proliferativos del hipocampo muestra un 

fenotipo resiliente en un modelo animal de la enfermedad. 

5. El silenciamiento unilateral de mTOR en corteza infralímbica y no en prelímbica 

induce un fenotipo de tipo depresivo y no ansioso. Este silenciamiento va asociado a 

una reducción del mRNA de BDNF en corteza infralímbica ipsi y contralateral, y a 

cambios en la regulación gabaérgica del núcleo dorsal del rafe. 

6. En muestras postmortem de pacientes con depresión mayor tratados con antidepresivos 

se observa un incremento de la activación de mTOR en corteza frontal. El efector 

4EBP1 no muestra cambios en respuesta al tratamiento. 

7. El presente estudio demuestra la relevancia de las vías de Wnt/ -catenina y mTOR en 

la etiopatogenia de la depresión mayor, por lo que podrían considerarse dianas 

terapéuticas de interés para la búsqueda de nuevos fármacos antidepresivos. 
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