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Resumen

El descubrimiento de que la ketamina, un antagonista del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA),
producia efectos antidepresivos rapidos (en solo 2 h después de una Unica administracion sistémica) y sostenidos
(que duraron hasta 7 dias) dirigié la atencidn de la fisiopatologia de la depresidn de las monoaminas al glutamato.
Se ha descrito que el efecto antidepresivo de la ketamina desaparece si se bloquea los receptores AMPA. Por esta
razon se penso que una estimulacién directa de los AMPARs produciria un efecto antidepresivo. Sin embargo, la
estimulacion directa de AMPARs puede dar lugar a convulsiones por lo que, recientemente, los esfuerzos se han
dedicado al desarrollo de potenciadores alostéricos del AMPAR como un medio de incrementar la neuroplasticidad
necesaria para el tratamiento de la depresion.

LY 404187 es un modulador alostérico positivo de alto impacto de los AMPARs que ralentiza su
desactivacion o desensibilizacién prolongando sus efectos. Nuestros resultados han demostrado que LY 404187
tiene un efecto antidepresivo rapido en ratas Sprague-Dawley (aparece a los 30 min) y sostenido (dura hasta 7
dias) medido en el test de natacién forzada. En experimentos de microdialisis se ha observado que LY 404187
aumenta la liberacidon de serotonina en la corteza prefrontal sin alterar la de glutamato. Por otra parte, los
estudios de Western blotting han demostrado que LY 404187 aumenta la sintesis de BDNF a los 30 minutos de su
administracion sistémica. En conclusién, la potenciacién de los AMPARs por LY 404187 posee una accion
antidepresiva rapida sin producir excitoxicidad debida a un exceso de liberacion de glutamato.

Abstract

The discovery that ketamine, an N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonist, produced rapid (in just 2 h
after a single systemic administration) and sustained (lasting up to 7 days) antidepressant effects led to the
attention to the pathophysiology of depression from monoamines to glutamate. The antidepressant effect of
ketamine has been reported to disappear if AMPA receptors are blocked. For this reason it was thought that a
direct stimulation of AMPARs would produce an antidepressant effect. However, direct stimulation of AMPARs can
lead to seizures, so recently, efforts have been devoted to the development of allosteric enhancers of AMPAR as a
means of increasing the neuroplasticity necessary for the treatment of depression.

LY 404187 is a high impact positive allosteric modulator of AMPARs that slows down their deactivation or
desensitization, prolonging their effects. Our results have shown that LY 404187 has a rapid antidepressant effect
in Sprague-Dawley rats (appears at 30 min) and sustained (lasts up to 7 days) measured in the forced swimming
test. In microdialysis experiments, it has been observed that LY 404187 increases the release of serotonin in the
prefrontal cortex without altering that of glutamate. On the other hand, Western blotting studies have shown that
LY 404187 increases BDNF synthesis 30 minutes after its systemic administration. In conclusion, the potentiation of
AMPARs by LY 404187 has a rapid antidepressant action without producing excitoxicity due to an excess release of
glutamate.

Palabras clave/Keywords: LY404187, Ketamina, receptor AMPA, ampakinas, moduladores alostéricos para
AMPA, glutamato, plasticidad neuronal, depresién mayor, tratamiento antidepresivo
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1. INTRODUCCION

El descubrimiento de que la ketamina, un antagonista del receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDA\), producia efectos antidepresivos rapidos y sostenidos, dirigio la
atencion de la fisiopatologia de la depresion de las monoaminas al glutamato. El
glutamato es el principal mediador de la transmision sindptica excitadora en el
cerebro de los mamiferos que, en condiciones normales, juega un papel destacado
en la plasticidad sindptica pero, en condiciones patoldgicas desencadena una
neurotoxicidad rapida o retardada que puede variar desde cambios atréficos (muy
probablemente relevantes para ciertos trastornos psiquiatricos como el TDM) hasta
la muerte celular manifiesta. Por tanto, se requeriria una regulacion estricta sobre
la neurotransmision glutamatérgica para mantener una funcion neuronal éptima sin
los inconvenientes provocados por los mecanismos por los que parece actuar la
ketamina. Esta, al inhibir el canal de los receptores NMDA, provoca una posterior
liberacion y aumento de glutamato al afectar también a los receptores NMDA de
las interneuronas GABAEérgicas, dejandolas inactivadas y perdiendo su funcién
reguladora de liberacion de glutamato que interactuaria, a su vez, con los canales
AMPA. Por otra parte, la accion rapida antidepresiva de la ketamina, parece estar
relacionada, de esta manera, con efectos indirectos sobre la sefializacion del
receptor AMPA vy la via de sefializacion ERK/AKT>mTOR que daria lugar a una
potenciacion sinaptica mediada por AMPA. Los antidepresivos convencionales
(IRS, IRSN) tambien causan potenciacion sinaptica, pero lo hacen posteriormente
al aumentar el ARNm del BDNF del cerebro en la glia, no en las neuronas,
modulando maltiples variantes de ARNm de BDNF (exones I, IV y V1) a través de
un mecanismo mediado por la via de sefializacion de ERK (Hisaoka-Nakashima et
al., 2016). Teniendo en cuenta que la potenciacion y proliferacion de espinas
dendriticas en el SNC es importante para multiples de sus funciones, entre otras, la
de regular las emociones desde la corteza prefrontal, encontrar compuestos que
modularan los efectos del glutamato sin perder los beneficios neurotroficos y
antidepresivos rapidos y sostenidos de éste, es el objetivo de este estudio.

1.1Trastorno depresivo mayor

La depresion es uno de los principales problemas de salud publica en todo el
mundo, y causa una importante carga de discapacidad y enfermedad. La depresion
0 trastorno depresivo mayor (TDM), segun el Manual diagndstico y estadistico de
trastornos mentales 5% edicion (DSM-5, 2014), es la enfermedad mental mas

comun. Se estima que alrededor de 300 millones de personas padecen TDM (GBD
I ——
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2017 Disease and Injury Incidence and Prevalence Collaborators, 2018). En 2020,
la depresion alcanzO la categoria desafortunada de la principal causa de
discapacidad en todo el mundo y es uno de los principales contribuyentes a la
carga global de morbilidad global, como se indica en los hechos clave de la OMS
(30 de enero de 2020).

Las personas con depresion resistente al tratamiento (TRD), a menudo definida en
términos generales como la imposibilidad de lograr una respuesta o remisién a al
menos un ensayo antidepresivo probado con una dosis y duracion
adecuadas, representan casi 64 mil millones del costo total de la depresion. Dado
que aproximadamente un tercio de los pacientes deprimidos se consideran
"resistentes al tratamiento”, este grupo representa de manera desproporcionada la
mayor carga de morbilidad, lo que subraya la importancia de la innovacion y el
descubrimiento en esta area (lonescu et al., 2015). En el peor de los casos, la
depresion puede llevar al suicidio, la OMS calcula que hay 850 000 casos de
suicidio cada afio (OMS, 2019) y por cada suicidio, hay muchas mas tentativas de
suicidio cada afo. El suicidio es la tercera causa de muerte para los jovenes de
edades comprendidas entre los 15 y los 19 afios. Todo esto pone de manifiesto la
necesidad de encontrar nuevas alternativas que tengan mayor eficacia en el
tratamiento del TDM.

La heterogeneidad de la depresion, junto con la falta actual de predictores
bioldgicos fiables de la respuesta a agentes individuales, son factores importantes,
asi como la alta tasa de recaidas y remitentes, hacen necesaria aspirar a la remision
al inicio del tratamiento en pacientes con depresion, y la necesidad de mejorar las
estrategias de tratamiento para lograrlo.

1.2 Alteraciones asociadas al trastorno depresivo mayor

El desarrollo de nuevas terapias mas eficaces se ha visto generalmente
obstaculizado por un deficiente conocimiento de la fisiopatologia de la depresion.
En este sentido, la mejora de dicho conocimiento a nivel molar, celular y
molecular, asi como el hallazgo de biomarcadores validos de la enfermedad son de
especial importancia para el desarrollo de nuevas terapias de accion maés rapida y
sostenida que la de los actuales farmacos antidepresivos.

Teniendo en cuenta que, en la depresion se dan una amplia gama de sintomas que
estan mediados por diferentes areas cerebrales: recompensa y motivacion (nucleo

accumbens), miedo y ansiedad (amigdala), bajo estado de &nimo (sistema limbico),
I ——
LAURA CASASAMPERE BARANDA 5



Mecanismos moleculares implicados en los efectos antidepresivos de LY404187 -

alteraciones cognitivas y de regulacion de las emociones (corteza prefrontal (CPF)
e hipocampo), asi como sintomas vegetativos, como cambios en la secrecion de
hormonas, apetito y suefio (hipotalamo). Teniendo esto en cuenta, se puede deducir
que lo que ocurre en los sujetos deprimidos es una alteracion de los circuitos
implicados en el control de las emociones, asi como de determinadas funciones
fisiologicas. La identificacion de los sustratos neuroanatdmicos que median las
manifestaciones clinicas del TDM en los dominios cognitivo, afectivo, de
recompensa/motivacion y limbico plantea un desafio, ya que los tratamientos
deben abordar la disfuncion en estas multiples areas del cerebro (Anderson et al.,
2012).

Una de las teorias que tratan de dar explicacion a estas alteraciones es la hipotesis
neurogénica de la depresion, la cual postula que en la depresion se dan alteraciones
morfofuncionales en diferentes areas cerebrales provocadas por una disminucién
de factores neurotrdficos. Algunos de los estudios mas importantes que apoyan
esta teoria son los siguientes:

- Pacientes con depresion tienen un volumen del hipocampo izquierdo 19%
mas pequefio estadisticamente que los sujetos de comparacion, sin
volimenes mas pequefios de regiones de comparacion (amigdala, caudado,
I6bulo frontal y lobulo temporal) o volumen cerebral total (Bremner et al.
2000)

- La cascada celular AMPc-MAPcinasas-CREB-BDNF puede desempefiar un
papel importante en los mecanismos de reestructuracion dendritica, aumento
de la neurogénesis del hipocampo y supervivencia de las células nerviosas
(Arantes et. al, 2006).

- Es posible que exista apoptosis fisiologica en la muerte de neuronas
deterioradas que no puedan establecer conexiones fuertes y apoptosis
patoldgica debido a la via del estrés, es decir, el eje HPA (Arantes et. al,
2006).

- El lapso de tiempo de 2 a 6 semanas de terapia que es necesario para obtener
la eficacia antidepresiva indica un requisito para la regulacion a largo plazo
de las moléculas activadas por el tratamiento farmacoldgico. Por lo tanto, el
enfoque de la investigacion sobre antidepresivos se ha ampliado desde el
examen de los mecanismos agudos mediados por monoaminas para incluir
reguladores transcripcionales a largo plazo como la proteina de unién al

______________________________________________________________________________________________|
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elemento de respuesta al AMPc (CREB) y factores tréficos como el factor
de crecimiento nervioso derivado del cerebro BDNF (Malberg et al. 2005).

1.3 Tratamientos antidepresivos
1.3.1 Tratamientos convencionales: hipotesis adrenérgica y
monoaminérgica:

Los tratamientos antidepresivos clasicos de primera generacion como la
imipramina, actGan  principalmente  favoreciendo la  neurotransmision
monoaminérgica (sistemas serotonérgico, noradrenérgico y/o dopaminérgico), ya
que se sabe que en la corteza cerebral estos neurotransmisores juegan un papel
importante en la regulacién de los procesos que estan alterados en la depresion:
percepcion, cognicion y motivacion (Koot vy cols., 2012), no obstante, tenian el
inconveniente de producir efectos secundarios indeseables. Asi, los tratamientos
mas utilizados en las ultimas décadas son los de segunda generacion, es decir, (mas
del 90% de los farmacos comercializados) han sido los inhibidores selectivos de la
recaptacion de monoaminas y los inhibidores de la monoamina oxidasa, enzima
que degrada la serotonina (5-HT). Sin embargo, no se sabe con certeza el
mecanismo por el cual ejercen su efecto antidepresivo y tienen una eficacia
limitada, ademés de tardar mucho tiempo en hacer efecto y necesitar de
tratamientos de segunda linea segun los perfiles de los pacientes.

No obstante, sabemos que los estabilizadores del estado de a&nimo como el litio y el
valproato activan selectivamente el promotor IV de BDNF en neuronas corticales
de cultivo primario de rata. Por tanto, es posible que los antidepresivos también
puedan modular la expresion de variantes de ARNm de BDNF especificas vy, de
hecho, lo hacen (Tabla 1). Antidepresivos con distintos mecanismos de accion,
como la amitriptilina, la clomipramina, duloxetina y fluvoxamina, aumentan la
expresion de ARNm de BDNF en cultivos microgliales y astrociticos. En concreto,
el tratamiento con antidepresivos aumenta la expresion de los exones I, IV y VI en
astrocitos y microglia a través de una modulacion dependiente de ERK. Todo ello
indica que las ceélulas no neuronales son un objetivo importante de los
antidepresivos y respaldan ain mas el argumento de que la produccién glial de
BDNF es un papel crucial en el efecto terapéutico de los antidepresivos (Hisaoka-
Nakashima et al., 2016). Si ello pudiera confirmarse, podria ser una explicacion de
los tiempos a corto, medio y largo plazo de accion de este tipo de farmacos que,
tendrian en comun con las moléculas que modelan la transmision glutamatérgica,

______________________________________________________________________________________________|
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procesos de neugénesis indirectos para los cuales, los receptores AMPA cumplirian
una funcién imprescindible.

Tabla 1. Niveles de ARNm de BDNF total relativo (BDNF/GAPDH total, en comparacion con el

basal) en micmgh’a yastrocitos corticales de cultivo Erimario de rata

Drogas Astrocitos Microglia

Basal 1.00 = 0.00 1.00 £ 0.00
Amitriptilina 3,16 +044 292+038
Clomipramina 7.80+143" 492+ 106"
Duloxetina 7.66 1,79 " 3.95 £ 066"
Fluvoxamina 1.97+054 " 395+054 "

Cocaina 0.85 +0.04 0.98 + 0.09

Las celulas se trataron con 25 uM de amitriptilina, clomipramina, fluoxetina, duloxetina o
cocaina durante 6 h, y se analizo la expresion de ARNm de BDNF total mediante PCR en tiempo
real. Los valores se muestran como la proporcién de ARNm total de BDNF a ARNm de
GAPDH. Los datos se expresan como la media = SEM (relacién a Basal) * p <0.05, ** p <0.01
vs. basal (prueba t de Student; n = 3-10) (Extraida de Hisaoka-Nakashima et al., 2016)

1.3.2 Nuevos tratamientos para el trastorno depresivo: la
implicacion del sistema glutamatérgico en la depresion y la
hipdtesis neurogénica

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso
central. Como consecuencia de su liberacion en las sinapsis produce cambios a
corto plazo (excitabilidad postsinaptica), pero también a largo plazo (cambios en la
estabilidad sinéptica y la neuroplasticidad mediante la regulacion de sistemas de
segundos mensajeros, activacion indirecta de receptores de membrana y expresion
de genes). Los principales receptores de glutamato implicados en la depresion son
los receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA)
y los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) (Figura 1).

LAURA CASASAMPERE BARANDA 8
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Presynaptic neuron
GABAR i
— e

Ketamine snd other
NMDAR entagonists

Katamine and othes
NMDAR entagonists

Figura 1. Esquema de la sinapsis glutamatérgica. Cabe destacar el papel de los receptores
NMDA extrasinapticos que al ser también antagonizados por la Ketamina, produce los efectos
excitotoxicos al perder la sinapsis, la capacidad de regular la cantidad de glutamato liberado.
Otro aspecto a destacar son los efectos sinérgicos de los receptores AMPAR y NMDAR para
producir BDNF.
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Figura 2. Los fArmacos antidepresivos actian uniéndose directamente a receptores de
neurotrofina TRKB. Varios antidepresivos, incluidos los ISRS y la ketamina, enlazan
directamente con TRKB. La dimerizacion de TRKB en la region transmembrana forma una
unioén bolsillo para fluoxetina. La union del antidepresivo a TRKB facilita la accion del BDNF y
plasticidad. La mutacion puntual en la region transmembrana TRKB bloquea la efectos de los
antidepresivos. (Extraido de Casarotto et al. 2021)

Desde un punto de vista estructural, los AMPAR se componen de cuatro
subunidades, a saber, GIuAl - GluA4, que estan codificadas por los genes GRIAL -
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GRIA4 que pueden estar sujetos a modificaciones postranscripcionales, como la
edicion y corte y empalme de ARN (Sommer et al., 1990; Rueter vy col., 1995).
Estas modificaciones controlan la amplitud y duracion de las corrientes
postsinapticas excitadoras (EPSC). Los AMPAR se pueden ensamblar como
tetrameros de diferentes combinaciones de las cuatro subunidades.

Una caracteristica destacada de la composicion de la subunidad de los AMPAR es
que los que carecen de la subunidad GIuA2 (que contienen principalmente la
subunidad GIuAl) son permeables a los iones Ca2 + (Figura 3), lo que los
convierte en buenos candidatos como mediadores de procesos celulares y
moleculares que conducen a la plasticidad sinéptica. De hecho, estos AMPAR que
carecen de GIuA2 proporcionan un mecanismo de entrada de Ca2 + en la célula
que induce LTP o LTD independientemente de la activacion del receptor NMDA
(Cull-Candy et al., 2006; Liu y Zukin, 2007; Luscher y Malenka, 2011). Las
observaciones experimentales han informado que cambios tan robustos en la
transmision sinaptica pueden ser inducidos por una estimulacién tetanica corta y
pueden mantenerse durante horas e incluso dias (Choquet y Hosy, 2020).

Figura 3. Los receptores AMPA que contienen la subunidad GIuA2 permiten
predominantemente solo el paso de iones Na + al interior de la célula. Sin embargo, los
receptores AMPA que carecen de la subunidad GluA2 también son permeables a los iones Ca2
+, un i6n importante para desencadenar la potenciacion a largo plazo pero que en exceso,
produce toxicidad celular. La cuestién es que parce ser que la subunidad GluaAl es relevante en
el trastorno depresivo mayor por este papel en la plasticidad sindptica y entrada de Ca+.
Reproducido de “NIDA. El receptor de glutamato poco comun prolifera después de la
abstinencia de cocaina. Sitio web del Instituto Nacional sobre el Abuso de Drogas.
https://archives.drugabuse.gov/news-events/nida-notes/2009/12/rare-glutamate-receptor-
proliferates-after-cocaine-withdrawal. 1 de diciembre de 2009. Consultado el 15 de diciembre de
2020.

______________________________________________________________________________________________|
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Los receptores NMDA son tetrameros compuestos por 2 subunidades NR1 y 2
subunidades NR2 (y de forma menos frecuente por subunidades NR3). Su
activacion es dependiente de una despolarizacion inicial, la cual normalmente esta
mediada por los receptores AMPA (Kew y Kemp, 2005). Un hallazgo importante
es que mientras la actuacion sobre los receptores NMDA sinédpticos promueve la
activacion de vias neurotroficas (expresion de BDNF), la activacion de los
receptores NMDA extrasinapticos (asi como una activacion excesiva de los
sinapticos) implica la sefializacién de vias apoptéticas (Hardingham vy Bading,
2010). Se cree que esta activacion extrasinaptica tiene un papel importante en la
excitotoxicidad y la pérdida sinaptica asociadas con la depresion (Abdallah vy cols.,
2015).

Los rapidos efectos antidepresivos de la ketamina dependen de la activacion de los
AMPAR por una mayor liberacion de glutamato en la corteza prefrontal (PFC)
(Maeng et al., 2008; Li et al., 2010; Koike et al., 2011), un mecanismo compartido
por otra terapia antidepresiva como la estimulacion cerebral profunda (DBS)
(Jiménez-Sanchez et al., 2016). La ketamina puede atravesar la barrera
hematoencefélica e inicialmente se creia que su efecto era debido sélo a su accién
como antagonista no competitivo de los receptores NMDA (inhibiendo los
receptores NMDA extrasinapticos y los localizados en interneuronas inhibitorias),
pero estudios recientes apuntan a que su accion antidepresiva puede ser ejercida
por uno de sus metabolitos, la (2R,6R)-hidroxinorketamina, a través de la
activacion de los receptores AMPA, y que cuando esta activacidn ocurre de forma
independiente al blogueo de los receptores NMDA, no se producen los efectos
disociativos propios del tratamiento con ketamina (Zanos vy cols. 2016). Este
hallazgo, junto al hecho de que el bloqueo de los receptores AMPA elimina el
efecto antidepresivo de la ketamina (Maeng vy cols., 2008) y a que otros
antagonistas de los receptores NMDA carecen del efecto rapido de ésta, sugieren
que podria no ser necesario actuar directamente sobre estos receptores, sino sobre
los AMPA.

Por todo ello, los receptores AMPA de glutamato constituyen una interesante diana
para el desarrollo de nuevos farmacos antidepresivos de accion mas rapida y eficaz
gue los que existen en la actualidad.
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1.3.3 Las Ampakinas como potenciales antidepresivos de accion
rapida

Las ampaquinas son una clase novedosa de compuestos sintéticos (Quirk et al.
2002) que fueron disefiados inicialmente para tratar la pérdida de la cognicion, el
aprendizaje y la memoria, procesos bioldgicos relacionados con el envejecimiento
que se atribuyeron a una transmision glutamatérgica debilitada (Lynch, 2006;
Lynch vy Gall, 2006). Por tanto, las ampaquinas facilitarian la neurotransmision
glutamatérgica en las sinapsis corticales.

Desde un punto de vista farmacologico, las ampaquinas se subdividen en dos
clases diferentes (Arai et al., 2002) conocidas como ampaquinas de bajo impacto y
de alto impacto (Figura 4). Las ampaquinas de bajo impacto aceleran
preferentemente la apertura del canal pero no alteran la desensibilizacion del
receptor y no alteran la afinidad de union al agonista. Sin embargo, las ampaquinas
de alto impacto, como LY404187 (Gates et al., 2001), interfieren con la
desensibilizacion del receptor y mejoran la unién del agonista. A diferencia de las
ampaquinas de alto impacto, las ampaquinas de bajo impacto no parecen producir
efectos adversos pro-convulsivos incluso después de la administracion de dosis
altas debido a que no altera los niveles de glutamato.

LY 404187

Figura 4. Estructura quimica de la ampakina de alto impacto LY404187

______________________________________________________________________________________________|
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Como se mencion0 anteriormente, varias lineas de evidencia sugieren la
importancia de los AMPAR en el tratamiento del TDM. Primero, la estimulacién
directa de AMPAR induce efectos similares a los de los antidepresivos
(Akinfiresoye v Tizabi, 2013; Jimenez-Sanchez et al., 2016). En segundo lugar, el
blogueo de AMPAR atenGa o suprime estos efectos similares a los de los
antidepresivos (Maeng et al., 2008; Li et al., 2010; Farley et al., 2010; Koike et al.,
2011). En tercer lugar, la activacion de AMPAR muestra efectos beneficiosos
sobre la plasticidad sinaptica (Diering v Huganir, 2018) y el rendimiento cognitivo
(Hampson et al., 1998; Lynch vy Gall, 2006; Partin, 2015), dos dominios afectados
en la depresion. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la estimulacion de
AMPAR podria ser una buena alternativa terapéutica para tratar el TDM (Kunugi
et al., 2019). Sin embargo, la estimulacién excesiva de AMPAR por los agonistas
de AMPAR completos puede conducir a actividad psicoestimulante y convulsiva
(Meldrum, 1994). En cambio, los moduladores alostéricos positivos (PAM),
también conocidos como ampaquinas, se unen alostéricamente a los AMPAR y
ralentizan la velocidad de su desactivacion o desensibilizacion (Lynch, 2006),
prolongando asi la duracion de las respuestas mediadas por AMPAR (Lapidus et
al. 2013). Debido a que las ampaquinas no activan directamente los AMPAR, los
farmacos solo son eficaces con una transmision glutamatérgica subyacente (Arai et
al., 1996). Por esta razon, se plante6 la hipdtesis de que las ampaquinas tendrian
potencial terapéutico como farmacos antidepresivos (Alt et al., 2005; Alt et al.,
2006; Bleakman et al., 2007; O'Neill y Witkin, 2007).

Uno de los indicios importantes a favor de la posible accion antidepresiva de los
potenciadores de AMPAR es el hecho de que estos compuestos tienen la capacidad
de aumentar la sintesis del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Zafra
et al., 1990; Lindefors et al., 1992; Hayashi et al., 1999; Lauterborn et al., 2000;
Legutko et al., 2001; Mackowiak et al., 2002; Radin et al., 2018; Shen et al. 2019).

1.3.4 Regulacion de la traduccion local por mTOR y ERK

mTOR y ERK son dos vias de sefializacion estrechamente relacionadas entre si
(Fig. 5). Ademaés de otros estimulos, el BDNF es capaz de activar estas vias para
regular la tasa de traduccion local dendritica (Takei et al., 2004), asi como facilitar
diversos tipos de plasticidad a largo plazo (revisado Panja y Bramham, 2014). La
interaccion del BDNF con su receptor TrkB (Tropomyosin receptor Kinase B)

______________________________________________________________________________________________|
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produce la activacion de PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) (Figura 2), capaz de
activar a su vez a AKTL1 (Protein Kinase B), ya sea de forma directa o a través de
PDK1 (phosphoinositidedependent kinase 1 (Casarotto et al., 2021) (Fig. 5 y 6).
AKT1 fosforila a mTOR, activandola. Ademas, AKT1 inhibe a TSC, un complejo
inhibidor de mTOR. Por su parte, una vez activada, la quinasa mTOR puede
fosforilar a las proteinas inhibidoras de la traduccion 4E-BPs (elF4E-binding
proteins), lo que resulta en una activacion de la sintesis de proteinas dependiente
del factor de inicio de la traduccion elF4E. Por otra parte, mTOR puede fosforilar a
p70S6K (ribosomal protein S6 Kinase), una quinasa que fosforila a la proteina
ribosomica S6. La proteina S6 fosforilada fomenta la traduccion de los
denominados “TOP mRNAs”, que codifican a su vez otras proteinas ribosémicas,
asi como factores de traduccion, por lo que la activacion de S6 favorece la sintesis
de la maquinaria molecular necesaria para la sintesis de proteinas. Por otra parte, el
BDNF también produce la activacion de la via Ras-ERK (Fig. 6). ERK
(Extracellular signal-Regulated Kinase) fosforila a Mnkl (Mitogen-activated
protein kinase integrating kinase 1), que a su vez es capaz de fosforilar a elF4E,
incrementandose asi la sintesis de proteinas dependientes de dicho factor. Estas
rutas de sefializacion son complejas, y de hecho no constituyen dos vias
completamente paralelas, sino que pueden influirse mutuamente (Fig. 5, 6 y 11).
Asi, por ejemplo, ERK puede fosforilar a PDK1 (Phosphoinositide-dependent
Kinase 1 ) a través de RSK (p90 ribosomal S6 kinase) (Frodin et al., 2000),
produciendo una activacion de la via Akt-mTOR (Tsokas et al., 2007). La
activacion de Calpain-2 por ERK (Zadran et al., 2010) también promueve la
activacion de mTOR, siendo ademas necesaria para que se lleva a cabo la sintesis
de proteinas dendriticas inducida por BDNF en el hipocampo (Briz et al., 2013). A
su vez, también PI3K influye sobre la actividad de ERK, a través de MEK
(MAPK/ERK kinase) (Tsokas et al., 2007).

Diversos trabajos han puesto de manifiesto el papel relevante de mTOR como
mediador de la plasticidad sinaptica inducida por BDNF (Cammalleri et al., 2003;
Hou y Klann, 2004; Tang et al., 2002).
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Figura 5. La via de sefializacion Akt-mTOR en neuronas. Glutamato (Glu) y BDNF pueden
estimular diferentes receptores postsinapticos para activar P13 quinasa (PI3K), que fosforila Akt
e induce la sefializacién de mTOR. En consecuencia, la traduccién de los ARNm "5'TOP" y
"elF4E sensibles” se mejoran con diferentes mecanismos.

Figura 6. La hipdtesis del ciclo de retroalimentacion positiva glutamatérgica en DS. El
aumento de la actividad glutamatérgica a través de NMDAR induce la liberacion mejorada de
proteinas BDNF/proBDNF. Pro-BDNF madura extracelularmente en BDNF. El aumento de
BDNF extracelular a su vez induce hiperactivacion postsinaptica de Akt-mTOR a través de los
receptores TrkB. En consecuencia, la traduccién local de ARNm dendritico aumentan, lo que
probablemente incluye la traduccion de ARNm de BDNF. Se estimula la liberacion presinaptica
de glutamato. por BDNF, que contribuye a la mejora de la actividad glutamatérgica actividad.
(Extraidas de Troca-Marin et. al. 2014)

La via de sefializacion de PI3K/Akt/mTOR regula la proliferacion, migracion,
supervivencia celular, metabolismo y apoptosis.

Por otro lado y paralelamente, las vias de la MAP quinasas, MAP cinasas, via
MAPK/ERK o via MAPK (de las siglas en inglés Mitogen-Activated Protein
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Kinases, 0 proteina quinasas activadas por mitdgenos) es una ruta (Figura 7) de
transduccién de sefial de células de eucariotas que se sitlia corriente abajo de los
receptores tirosin quinasas asi como la mayoria de receptores para citocina. En
términos globales, la sefial se transporta mediante GRB2 y de Sos a Ras (una
proteina G monomeérica). Esta Ras, ya activada, estimula a tres proteinas quinasas
que acttan de forma secuencial y que culmina con la activacién de la MAP quinasa
(también denominada como «ERK»), que es una serin treonin quinasa que es capaz
de traslocarse al nucleo para, alli, regular la transcripcion modificando la actividad
de proteinas (incluyendo factores de transcripcion), modulando asi la expresion de
distintos genes (Duman et al., 2012).

Growth_’ .

l Survival

Proliferation

Figura 7. Esquema de las vias de MAPK y PI3K. Factor de crecimiento de unién a los
receptores de los resultados de la tirosina quinasa en la activacion de la via de sefializacion
MAPK (RAS-RAF-MEK-ERK) y la via PI3K (PI3K-AKT-mTOR).

Por otro lado, los AMPAR potenciados por LY404187 incrementan la utilizacion
de glucosa y expresan la proteina c-fos, indicadora de actividad cerebral (Fowler et
al. 2004).
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2. OBJETIVOS e HIPOTESIS
2.1 Objetivos

Caracterizar el perfil antidepresivo de la ampakina de alto impacto LY 404187
mediante:

1. Estudios conductuales de la respuesta antidepresiva tras la administracion
sistémica de LY 404187 a dosis de 2,5mg/kg y 5mg/Kg a la media hora y una hora.

2. Analisis de los cambios en la liberacion de neurotransmisores corticales
(glutamato y monoaminas) en respuesta a la administracion sistémica de LY
404187 a través de microdialisis.

3. Caracterizacion molecular de los cambios producidos en las cascadas aguas
abajo de sefializacion intracelular implicadas en la plasticidad neuronal de las vias
glutamatérgicas en la CPFd tras la administracién sistémica de LY 404187.

2.2 Hipotesis
- Hipotesis general:

LY404187 es un modulador alostérico positivo (PAM) de alto impacto que
produce efectos antidepresivos rapidos (observables a los 30 minutos) y sostenidos
en el tiempo (hasta 7 dias) cuyo mecanismo de accion vendria mediado por la
activacion de factores neurotroficos que, a su vez activarian vias de sefializacion
molecular responsables de la transcripcion y proliferacion de nuevas conexiones o
neurogénesis, especialmente en el hipocampo y en la corteza prefrontal.

- Hipotesis secundarias:

1. LY404187 produce efectos antidepresivos rapidos y sostenidos observados en
test de conducta.

2. LY404187 provoca una liberacion de monoaminas como 5-HT, al igual que los
antidepresivos convencionales, pero de una manera mas rapida.

3. LY404187 mantiene los niveles de transmision glutamatérgica inalterados
evitando problemas de excitotoxicidad.

4. LY404187 favorece la liberacion de factores tréficos como BDNF y la
activacion de vias de sefializacion que facilitan los procesos de neurogeneracion
y plasticidad sinaptica. Estos efectos serian los responsables Gltimos de los
efectos antidepresivos.

______________________________________________________________________________________________|
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3. METODOLOGIA
3.1 Metodologia

Para analizar los mecanismos implicados en la accién de LY404187 se han
utilizado diversos experimentos con una muestra, cada uno de ellos, de n=24 ratas
macho. Cada uno de los animales recibia una administracion intraperitoneal
sistémica de LY404187 o bien de Salino como control experimental.

La muestra utilizada para la realizacion de test conductual NFT y NSFT, fueron
también utilizadas para su posterior diseccion y toma de muestra de PFC para la
homogeneizacion y cuantificacion de proteinas a través de Western Blotting. Todo
ello con los controles experimentales requeridos, uso de vehiculos, tomas de
muestras basales y uso de doble ciego para la cuantificacion de los test
conductuales.

Para la microdialisis se utiliz6 una muestra de 10 ratas macho, cinco para la
administracion i.p. de LY404187 tras sondarlas, a los 30 min. y otras n=5 para las
de 1 hora.

La linea temporal seguida en cada uno de los experimentos supone la recogida de
muestras, ya sean de secrecion de neurotransmisores 0 de expresion de proteinas,
en condiciones basales, a la media hora y a la hora de administracion de LY404187
o0 Salino. Para las pruebas conductuales, la linea temporal de 30 min., 24 horas y 7
dias tras la administracion de la molécula en estudio.

3.2 Analisis estadistico

Los analisis se llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad Prism 5. Los
datos del TNF y NSF fueron sometidos a la prueba t de Student de dos colas para
la comparacion de dos grupos (controles y LY 404187 2,5y 5 mg/kg, asi como de
30 Min. y 1 hora).

Los resultados de la microdidlisis se analizaron mediante un ANOVA de dos vias
de medidas repetidas y en el caso de encontrar diferencias significativas, se
realizé el andlisis post hoc Newman-Keuls. Los resultados se expresan como la
media de los porcentajes respecto al nivel basal de neurotransmisor (100%) +
SEM.

Para el western blot, las diferencias entre cada grupo de tratamiento respecto a su
control se determinaron mediante la prueba t de Student de dos colas. Los
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resultados se expresan como la media de los porcentajes respecto al grupo control
(veh, 100%) = SEM. El nivel de significacion se establecio como p<0,05.

4. RESULTADOS
4.1 Efecto antidepresivo de LY404187 en el TNF

La administracion de 5 mg/kg de LY404187 produjo un efecto antidepresivo
rapido (medido como la reduccion de la inmovilidad) que se mantuvo hasta 24
horas después (test+1) y a los 7 dias (test+7) (Figura 8).

30 min 24 h 7 days
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Figura 8. Efecto antidepresivo del LY404187 en el TNF. La administracion sistémica de 5
mg/Kg de LY404187 produjo una respuesta antidepresiva en el TNF, medida como la reduccion
de inmovilidad, que se pudo observar a la hora, a las 24 horas y a los 7 dias. *p < 0.05,n =6
ratas por grupo, test t de Student de dos colas.

4.2 Efecto antidepresivo de LY404187 en el NSFT

La administracion de 5 mg/kg de LY404187 no produjo un efecto ansiolitico, ya
que prevalecio la conducta de ansiedad natural de estos animales a campo abierto
que la necesidad bioldgica de tomar alimento tras 24 horas de ayuno. La ingesta de
comida tras la prueba no vari6 respecto al grupo control (Figura 9).
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Figura 9. Efecto antidepresivo del LY404187 en NSFT. La administracion sistémica de 2,5y
5 mg/Kg de LY404187 no produjo una respuesta antidepresiva en el NSFT, medida como la
latencia en comer y la cantidad de comida ingerida tras la prueba. *p < 0.05, n = 6 ratas por

grupo, test t de Student de dos colas.

4.3 Modificacion de la liberacion de neurotransmisores en respuesta al
tratamiento con LY404187

Tras la colocacion de las sondas de microdidlisis en el CPFd, se evaluaron los
cambios en la liberacion a nivel prefrontal de la monoamina 5-HT y glutamato
producidos por la administracion i.p. de 2,5 y 5 mg/kg de LY404187. Como se
puede observar en la Figura 10, la administracion sistémica de LY 404187 produjo
cambios en la concentracion extracelular de 5-HT a nivel de la CPFd. Sin embargo,
los niveles de glutamato se mantuvieron estables y sin alteraciones.
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Figura 10. Liberacion de neurotransmisores (monoamina 5-HT y glutamato) en la CPFd
tras la administracion de 2,5y 5 mg/kg de LY404187. Las primeras 4 muestras se recogieron
para obtener los valores basales de neurotransmisores. La flecha muestra el momento de
inyeccion i.p. de LY404187 o de vehiculo. La cifra entre paréntesis indica el nimero de ratas
incluidas en cada grupo tras la eliminacion con una colocacion incorrecta de las sondas.

4.4 Cambios en los marcadores de plasticidad sinaptica y en la expresion de
proteinas implicadas en la sinapsis de glutamato

Para hacer una primera aproximacion a los mecanismos de accion de LY404187 a
nivel molecular, se estudid la expresion de las proteinas implicadas en las vias
intracelulares de plasticidad sinaptica de las sinapsis glutamatérgicas en la CPFd
(Figuras 11y 12).
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Fig. 11 - Una representacion esquematica simplificada de la forma en que los receptores
AMPA pueden afectar la depresion y la accidon de medicamentos antidepresivos. Los
antidepresivos tradicionales aumentan los niveles sinapticos de monoaminas como la serotonina
o norepinefrina (no se muestra) ya sea bloqueando su degradacion enzimatica por la monoamino
oxidasa o bloqueando su recaptacion a través del transportador de serotonina o transportador de
norepinefrina (no mostrado). Esto conduce a la activacion de PKA vias que conducen a la
induccién de BDNF. Los antidepresivos que aumentan las monoaminas también pueden inducir
BDNF a través de Ca2 +/Vias de la cinasa CaM (p. Ej., A través de la activacion de receptores
acoplados a Gq; no se muestra). Bloqueo de la captacion de 5-HT por el ISRS. Se ha demostrado
que el antidepresivo fluoxetina fosforila la subunidad del receptor AMPA GLUAL1 a través del
DARPP-32, via de las fosfoproteinas. La fosforilacion de serina especifica de GLUAL a su vez
amplifica la sefalizacion de los receptores AMPA. La actividad del receptor AMPA puede
resultar en la induccion de BDNF a través de las vias dependientes e independientes de Ca2 +
(MAPK). Los receptores de AMPA postsinapticos son activados por glutamato, cuya liberacion
estd regulada por receptores presinapticos metabotrépicos de glutamato, como mGlu2, que
inhibe la liberacion de glutamato. Ademas, es probable que haya otras vias: la activacion de
PKA, por ejemplo, podria inducir CREB a través de mecanismos mediados por MAPK. BDNF:
factor neurotrofico derivado del cerebro, CaM Quinasa: Ca2 + / proteina quinasa dependiente de
cadmodulina, cAMP: adenosina 30,50-monofosfato ciclico, CREB: unién al elemento de
respuesta de Ca2 + / cAMP proteina, DARPP-32: fosfoproteina de Mr 32,000 regulada por
dopamina y cAMP, Glu: glutamato, Grb-2: crecimiento proteina de union al receptor del factor
2, Gs: proteina G estimulante de la adenilil ciclasa, SHT: 5-hidroxitriptamina (serotonina),
MAO: monoamino oxidasa, IMAQ: inhibidores de la monoamino oxidasa, MAPK: proteina
quinasa activada por mitogenos, MEK: MAPK quinasa, PKA: proteina quinasa A, SERT:
transportador de serotonina, SOS: hijo de siete sin siete, ISRS: inhibidores selectivos de la
captacion de serotonina, TARP: proteinas reguladoras del receptor de AMPA transmembrana, y
triciclicos: antidepresivos triciclicos. (Extraido de Alt et alt. 2006).
I ——
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Figura 12. Regulacion de la traduccion local por BDNF a través de mTOR y ERK. El
BDNF puede activar las vias Akt-mTOR y Ras-ERK a través de su interaccidn con receptores
TrkB, produciendo un incremento de las tasas de traduccién local.

En la Figura 13 se pueden observar los cambios en la expresion de las proteinas
implicadas en la plasticidad sinaptica: el BDNF vy la tubulina, p-ERK/ERK, AKT y
PmMTOR/mTOR cuantificados mediante la técnica de western blot. La expresion de
BDNF aparecié aumentada a los 30 minutos después de la administracion i.p. de
LY404187. El resto de proteinas no mostrd diferencias significativas en sus niveles
en ningin momento de la hora transcurrida tras la administracion de LY404187.
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Figura 13. Cambios en la expresion de BDNF en la CPFd cuantificada mediante western
blot. La expresion fue medida a los 30 minutos y 1 hora tras la administracion i.p. de 2,505
mg/kg de LY404187. BDNF aumento rapidamente tras la administracion del farmaco, a la media
hora daba resultados significativos p = 0.0475, p <0.05. Los resultados se expresan como la
media+SEM de los porcentajes respecto al grupo control (veh, 100%). *p < 0.05, n = 4-5 ratas
por grupo, test t de Student de dos colas. Las muestras se intercalan pareadas entre LY y salino.

Los resultados del WB-BDNF a los 30 Min. son p = 0,0475%*, t=2,339, df=8 con
una diferencia entre grupos (LY - Sal) £ SEM 17,59 + 7,519 al 95% y un intérvalo
de 0,2476 to 34,92 y R squared (eta squared) de 0,4061. F test para comparar
varianzas: F, DFn, Dfd 2,648, 4y P =0,3685.
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También se estudid la expresion de los marcadores proteicos de las vias ERK y
AKT respecto a sus estados fosforilados y la presencia de tubulina, no
observandose cambios significativos a lo largo de media y una hora tras la
administracion i.p. de LY404187. Tampoco se encontraron diferencias
significativas en el ratio pERK/ERK.
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Figura 14. Cambios en la expresion de pERK y ERK en la CPFd cuantificada mediante
western blot. La expresion fue medida a los 30 minutos y 1 hora tras la administracién i.p. de 5
mg/kg de LY404187. Ambas proteinas no presentaron un aumento significativo de su expresion

a la media y una hora de tratamiento. Los resultados se expresan como la media+SEM de los
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porcentajes respecto al grupo control (veh, 100%). *p < 0.05, n = 4-5 ratas por grupo, test t de
Student de dos colas. Las muestras se intercalan pareadas entre LY y salino.
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Figura 15. Cambios en la expresion Akt en la CPFd cuantificada mediante western blot. La
expresion fue medida a los 30 minutos y 1 hora tras la administracion i.p. de 5 mg/kg de
LY404187. AKT no present6é un aumento significativo de su expresién a la media y una hora de
tratamiento. Los resultados se expresan como la media+SEM de los porcentajes respecto al
grupo control (veh, 100%). *p < 0.05, n = 4-5 ratas por grupo, test t de Student de dos colas. Las
muestras se intercalan pareadas entre LY y salino.
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Por ultimo, tampoco se observé aumento de la expresion de pmTOR ni mTOR
(Figura 16), durante la hora posterior a la administracion de LY404187.
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Figura 16. Cambios en la expresion pmTOR y mTOR en la CPFd cuantificada mediante
western blot. La expresion fue medida a los 30 minutos y 1 hora tras la administracion i.p. de 5
mg/kg de LY404187. AKT no present6 un aumento significativo de su expresion a la media y
una hora de tratamiento. Los resultados se expresan como la media+tSEM de los porcentajes
respecto al grupo control (veh, 100%). *p < 0.05, n = 4-5 ratas por grupo, test t de Student de dos
colas. Las muestras se intercalan pareadas entre LY y salino.
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5. DISCUSION

El principal hallazgo de este trabajo es que la ampakina de alto impacto LY 404187
produce un efecto antidepresivo rapido, medido como una disminucion de la
inmovilidad en el TNF, cuando se administra de forma sistéemica i.p. Esta
disminucién réapida (a los 30 minutos) y mantenida (durante 7 dias) de la
inmovilidad, cursa con un aumento de la natacion, estos efectos pueden asociarse a
un aumento de serotonina tal como lo definieron Cryan y cols. (2005), puesto que
este cambio en la liberacion de dicho neurotransmisor se observa tras la
administracion  i.p. sistemica de LY404187 en la dializacion durante la
microdialisis. Por tanto, otro de los hallazgos respecto a lo observado con la
administracién de ampakinas de bajo impacto (Gordillo-Salas et al., 2020) es que,
este tipo de ampakinas de alto impacto, aumentan los niveles de 5-HT vy la
estabilidad de los efectos antidepresivos. Podria pensarse que los efectos
antidepresivos pudiera deberse a los mismos mecanismos por los que actuan los
tratamientos antidepresivos clasicos, sin embargo, ha de haber algin otro
mecanismo mas alla de la liberacion de 5-HT en el SNC ya que, las ampakinas de
bajo impacto, han mostrado efectos antidepresivos rapidos, aunque de corta
duracién, sin un aumento de la liberacién de monoaminas por via i.p. Yy ello puede
ser debido a la activacion de AMPARS necesaria para evitar la depresion sinaptica
y reclutamiento de AMPA. LY404187 actlia preferentemente en los receptores de
AMPA GIuR2 y GIluR4 homoméricos humanos recombinantes frente a GIuR1 y
GIuR3. Ademas, LY404187 potencia la variante de empalme invertido de estos
receptores AMPA en mayor grado que la variante de empalme flop. En los
receptores AMPA tanto recombinantes como nativos, la potenciacion por
LY404187 muestra un crecimiento Unico dependiente del tiempo que parece
implicar una supresion del proceso de desensibilizacion de estos canales ionicos.
Se ha demostrado que LY404187 mejora la transmision sinaptica glutamatérgica
tanto in vitro como in vivo. Este aumento de la actividad sinaptica se debe a la
potenciacion directa de la funcion del receptor AMPA, asi como a un
reclutamiento indirecto de la actividad del receptor NMDA dependiente del
voltaje. Se sabe que la entrada mejorada de calcio a través de los receptores
NMDA es un paso critico para iniciar modificaciones a largo plazo en la funcion
sinptica (p. Ej., Potenciaciéon a largo plazo, LTP) ya que activa el proceso de
proliferacion de receptores AMPA hacia la membrana que permanecen activos sin
la necesidad de entrada de Ca+ para activar estos mecanismos por los que

glutamato actlia, aumentando la eficiencia del sistema y evitando los peligros de la
I ——
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toxicidad y apoptosis por Ca+ (Quirk et al., 2002) Ademas, se conoce que
LY404187 actua a través de mecanismos mediados por el receptor de AMPA. La
potenciacion mediada por S18986 (otra molécula PAM en estudio) de la expresion
de la proteina BDNF evocada por (S) -AMPA se atenu6é notablemente en
condiciones de cultivo libres de Ca (2 +). Ademas, de una serie de inhibidores de
quinasa, solo el inhibidor de Calmodulin-Quinasa Il / IV (KN-62, 25 microM)
inhibié significativamente (-85%, P <0,001) AMPA + S18986 estimuld la
expresion de ARNm de BDNF. Ello respalda las observaciones de que los
moduladores alostéricos del receptor de AMPA pueden mejorar la expresion de
ARNmM de BDNF vy la expresion de proteinas a través del receptor de AMPA en
neuronas primarias cultivadas (Lockhart et al., 2007). Ademas, mediante
autorradiografia de 14C-2-desoxglucosa e inmunocitoquimica de c-fos Fowler et
al. (2002) lograron determinar los efectos del potenciador del receptor AMPA
sobre la utilizacion de glucosa cerebral y la expresion de c-fos. LY404187 produjo
elevaciones significativas en la utilizacion de glucosa en 28 de las 52 regiones
anatomicas analizadas por Fowler et al. (2002), que incluyeron areas neocorticales
rostrales y el hipocampo, asi como el nucleo del rafe dorsal, la habénula lateral y el
locus coeruleus. No se observaron disminuciones significativas en la utilizacion de
glucosa en ninguna region después de la administracion de LY404187. Los
aumentos en la utilizacion de glucosa con LY404187 se bloquearon mediante el
tratamiento previo con el antagonista del receptor de AMPA LY293558 (25 mg /
kg), lo que indica que LY404187 actia a través de mecanismos mediados por el
receptor de AMPA.LY404187 también produjo aumentos en la
inmunorreactividad de c-fos en la corteza, el locus coeruleus y el nucleo del rafe
dorsal, areas muy relacionadas con los efectos antidepresivos ya que, la activacion
de estas areas provoca la liberacion de otras monoaminas como la noradrenalina,
serotonina y dopamina. El aumento de la liberacion de serotonina, noradrenalina y
dopamina sélo se observa después de una administracion intracortical prolongada
con ampakinas de bajo impacto. Se ha descrito anteriormente (Heidbreder vy
Groenewenegen, 2003) que las monoaminas prefrontales estan implicadas en los
procesos atencionales (noradrenalina, originada en el locus coeruleus), la memoria
de trabajo (dopamina, originada en el area tegmental ventral) y la flexibilidad
conductual (5-HT, originada en el rafe dorsal); todos estos procesos estan alterados
en la depresion. Por este motivo, el aumento de la transimision serotonérgica en la
CPFm podria estar asociado con la mejora de las respuestas afectivas, mientras que
el aumento de la liberacion de dopamina y noradrenalina puede desempefiar un
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papel en el tratamiento de los deficits cognitivos y de atencion. Por tanto, parece
que las ampakinas de alto impacto tendrian una ventaja sobre las de bajo impacto
por vida media mas larga y sobre los antidepresivos clasicos, al interactuar
directamente con los AMPARS, lo que le permite actuar mas rapido, no sélo por la
capacidad a corto o medio plazo de iniciar procesos de neurogénesis, lo que le
proporciona estabilidad de sus efectos al igual que sucede con el tratamiento
prolongado con antidepresivos convencionales. La liberacion rapida de
monoaminas es un efecto que las ampakinas proporcionan de igual modo que otras
terapias como la estimulacion profunda (ECP), respecto a ésta Gltima, parece
aventajarse en cuanto a la estabilidad de los efectos conseguidos a traves de otros
mecanismos moleculares neurotréficos. De hecho, hay estudios que han
demostrado que la 5-HT es imprescindible para un efecto antidepresivo sostenido
tanto de la ECP como de la ketamina (Hamani y cols., 2010; Gigliucci y cols.,
2013). Mientras que la accion antidepresiva rapida de estos tratamientos no
requiere de la transmisidn serotonérgica (Gigliucci y cols., 2013). Parece pues que
la dependencia de la 5-HT del efecto antidepresivo aparece mas tardiamente, muy
posiblemente por su capacidad de producir efectos neurotroficos en la glia
(Hisaoka-Nakashima et al., 2016).

Otro de los hallazgos del presente trabajo es que LY404187 produce cambios
rapidos en la expresion de proteinas implicadas en las vias de sefializacion
intracelular de plasticidad en las sinapsis glutamatérgicas de la CPFd. Asi,
LY404187 aumenta la expresion de BDNF a la media hora de ser administrado
sisttmicamente. Hay estudios que muestran que el estrés cronico impredecible
durante 4 semanas disminuye la expresion de BDNF en el hipocampo (Hamani vy
cols., 2012), mientras que el tratamiento cronico con farmacos antidepresivos es
necesario para promover su sintesis (Martinez-Turrillas y cols., 2005; Sen vy cols.,
2008). Ademas, el BDNF desempefia un papel importante en la teoria neurotréfica
de la depresion y ha sido asociado con el proceso de la neurogénesis (Sairanen vy
cols., 2005), una sintesis reducida de BDNF es suficiente para producir atrofia de
las neuronas del hipocampo y la mPFC (Liu vy cols., 2012), ademéas de que es
necesario para la accion de los antidepresivos y el blogueo de su expresion
aumenta la vulnerabilidad ante la depresion (Autry v cols., 2009).

En resumen, estos resultados sugieren que el efecto de LY404187 es similar al
observado tras el tratamiento crénico con farmacos antidepresivos (Roche y cols.,
1997; Romeas y cols., 2009; Mato y cols., 2010) pero en un lapso de tiempo
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mucho mas corto y una accion mas rapida, por lo que podria conseguir el efecto
terapéutico deseado mucho antes que los antidepresivos clasicos, que tardan
semanas en hacer efecto. La sostenibilidad de sus efectos le aventaja respecto a la
ECP y su capacidad de interactuar con los AMPAR reclutando a los NMDAR, le
confiere cierta amplitud en su ventana terapéutica respecto a la Ketamina. No
obstante, a dosis superiores de 5mg/Kg se han observado efectos adversos
semejantes a los producidos por el sindrome serotoninérgico que remiten con el
tiempo. Es por este motivo que la utilizaciébn de LY404187 requeriria el
establecimiento de un indice terapéutico y de una monitorizacion clinica. No
obstante, existen otras moléculas en estudio que tienen como objetivo aumentar la
ventana terapeutica de los beneficios que las ampakinas han demostrado. Por
ejemplo, se estan haciendo experimentos con moléculas potenciadoras de AMPA
pero con menores propiedades agonistas como HBT1 que, disminuye la respuesta
de campana en la produccion de BDNF (Kunugi et al., 2018). Otro compuesto en
estudio es TAK-137, un potenciador del receptor AMPA con poco efecto agonista
y que produce un efecto similar al antidepresivo sin causar efectos
psicotomiméticos en ratas. La caracterizacion del potencial de TAK-137 como un
nuevo antidepresivo en ratas dio como resultado que, en las neuronas corticales
primarias de rata, TAK-137 aumento la forma fosforilada de Akt, quinasa regulada
por sefial extracelular, mTOR y quinasa p70S6, y aumentd de manera dependiente
de la dosis el nivel de expresion de la proteina BDNF. Ademas, disminuyé el
tiempo de latencia en el test de supresion de alimento con novedades y no se dieron
sintomas psicomiméticos como hiperlocomocion y redujo la inhibicion prepulso.
No obstante, ello también son efectos dependientes de dosis, requeriria el
establecimiento de un indice de seguridad como LY404187, pero parece que la
ventana terapeutica seria mayor con TAK-137 (Suzuki et. al. 2019).

7. CONCLUSIONES

e LY404187 tiene un efecto antidepresivo rapido mas prolongado que el de
ampakinas de bajo impacto, observado en el TNF en que a los siete dias se
sigue manteniendo significativamente una disminucion de la inmovilidad.
Ello puede ser debido a la capacidad de los moduladores alostéricos
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positivos de alto impacto para ralentizar la activacion y desensibilizacion de
AMPA.

e EIl aumento de la liberacion de monoaminas, como 5-HT, en la CPFm
producida por LY404187 se observa ya con la administracion sistémica, algo
que solo ocurria cuando las ampakinas de bajo impacto se administraban de
forma directa i.c.

e Los niveles de glutamato, permanecen inalterables con LY404187, lo que
garantiza una seguridad terapéutica respecto a la ketamina evitando
problemas de excitoxicidad. Sin embargo, parece necesario establecer un
ajuste de dosis u obtener un indice para mantener sus efectos antidepresivos
sin originar sindrome serotoninérgico y/o sintomas psicomimeéticos, ya que
se ha observado un aumento de 5-HT dependiente de dosis y sintomas
convulsivos o estereotipias al superar dosis de 5mg/Kg.

e EI efecto antidepresivo rapido de LY404187 se debe probablemente a la
rapida liberacion de BDNF que, a su vez, interactuaria con receptores TrkB
que activaria las vias de sefializacion ERK y AKT>mTOR favoreciendo
procesos de proliferacion neuronal y neuroplasticidad. No obstante, seria
conveniente analizar la expresion de proteinas como ERK, AKT y mTOR a
las dos horas y 6 horas para confirmar esta hipotesis.

e Por otra parte y dado que se observa liberacion de serotonina 5-HT, de cara a
investigaciones futuras, seria interesante comprobar si los efectos
neurogenerativos se deben a una accion directa de LY404187 sobre la
generacion de BDNF o bien indirecta y méas a largo plazo a través de la
liberacion de 5-HT. No obstante, TAK-137 ha demostrado aumentar la
forma fosforilada de AKT, o cual lleva a pensar que los PAM actuan de
forma directa sobre los procesos de plasticidad sinaptica desde la misma
neurona. Como ya se dijo, las monoaminas lo harian indirectamente desde la
glia (astrocitos y microglia). A corto medio y largo plazo pudiera observarse
una accion sinérgica, pero los efectos rapidos parecen ser debidos a la accion
directa de los PAM.
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8. MATERIALES Y PRUEBAS UTILIZADAS
7.1 Animales

Para los experimentos se usaron ratas albinas Sprague-Dawley macho de 250-325
g (Envigo, Espafia), mantenidas con ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas
(encendido de luces a las 07:00), 22 £ 1 °C y con acceso libre a agua y comida.
Todos los procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo a la
legislacion espafiola vigente (RD 53/2013) y a la Directiva del Consejo de las
Comunidades Europeas sobre ‘“Proteccion de los animales usados con propositos
cientificos” del 22 de septiembre de 2010 (2010/63/EEC) y fueron aprobados por
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Universidad de Cantabria.

7.2 Tratamientos farmacoldgicos

La ampakina LY 404187 (Tabla 2) fue suministrada por Tocris a biotechne brand
(Bristol, United Kingdom) y se administro disuelta en 50% dimetil sulfoxido
(DMSO, CH3SOCH3) a dosis de 2,5 y 5 mg/kg de forma intraperitoneal (i.p.). En
el caso de los grupos control se administré el vehiculo (Salino) respectivo para
cada grupo de tratamiento. La composicion de salino es de un 0,9% de cloruro
sodico NaCl (sal) disuelto en agua; se les inyecta 1,5 ml de esta composicion a
cada rata.

Size 50 MG

Storage Conditions Store at 2-8 degrees celsius
Shipping Conditions Ship at Ambient Temperature
Formula C19H22N202S

CAS Number [211311-95-4]

HSS Code 29359090
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Product Group Small Molecule
Minimum Purity > 98%
- Soluble to 100 mM in DMSO and to 50
Solubility .
mM in ethanol
Molwt 342.46
Referencia TO-5297/50 MG

Tabla 2. Ficha Técnica de LY 404187

7.3 Microdialisis

Las sondas de dialisis, que cuentan con una membrana de 4 mm de longitud, se
implantaron en ratas (n = 10) anestesiadas con pentobarbital (60 mg/kg, ip) en la
CPFm (AP +3.2 mm, L —-0.6 mm, DV -5.4 mm respecto a bregma), de acuerdo con
el atlas estereotaxico (Paxinos y Watson, 2005). Se coloc una sonda medialmente
en el PFC. La microdialisis se llevé a cabo entre 20-24 horas tras la cirugia, en
ratas despiertas y con libertad de movimiento, perfundiendo de forma constante las
sondas con LCRa (125 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1.26 mM CaCl2 y 1.18 mM
MgCI2) a 1.65 ulL/min. Pasados los 180 primeros minutos de estabilizacion, se
recogieron cada 20 minutos muestras de 30 pL, las 6 primeras muestras se usaron
para obtener los valores basales previos al tratamiento y a continuacién se procedio
a administrar el LY 404187 de forma i.p. (2,5 mg/kg y 5 mg/kg). (300 uM), tras lo
cual se recogieron 6 muestras méas. Todas las muestras se recogieron en
microviales que contenian 5 ul de acido perclérico 10 mM vy se introdujeron en el
dispositivo de HPLC (Antec Scientific, Holanda) para determinar la concentracion
de 5-HT y glutamato. Al siguiente dia, es decir, a las 48 horas desde la cirugia
esterotaxica, se realiza el mismo procedimiento pero esta vez se les administra
salino como vehiculo de forma i.p.
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7.4 Tincidn de cortes cerebrales con hematoxilina

Tras la finalizacion de los experimentos, se administro a las ratas una sobredosis de
pentobarbital, se extrajeron los cerebros y se almacenaron a -80 °C, para
posteriormente realizar cortes en un criostato, llevar a cabo una tincion con
hematoxilina y comprobar la correcta colocacion en la CPFm de las sondas para la
microdidlisis (la colocacion resultd correcta en todos los casos del estudio).

7.5 Test de natacion forzada

El test de natacion forzada (TNF, por sus siglas en inglés) modificado o test de
desesperacion conductual tiene validez predictiva para determinar el potencial
antidepresivo de un tratamiento. Se basa en el hecho de que los animales sometidos
a una situacion de estrés inescapable de corta duracion (tanque con agua)
desarrollan un comportamiento de inmovilidad (indefension aprendida) al cabo de
un cierto tiempo. Se ha evidenciado que los farmacos antidepresivos reducen este
tiempo de inmovilidad (Cryan y cols., 2005).

Durante la semana previa al test, las ratas (n = 10) fueron manipuladas diariamente
para habituarlas al contacto con el experimentador. La prueba conductual consta de
cuatro fases (Figura 17): el primer dia (pretest, 24 horas) se introdujo a las ratas en
un tanque cilindrico de plexiglas (25 cm de didmetro, 46 cm de altura) lleno de
agua a 24 £ 1 °C hasta una altura de 30 cm, durante 15 minutos para su
habituacion. Al dia siguiente (test) se administrd a las ratas el tratamiento
correspondiente (LY 404187 2,5 o 5 mg/kg o vehiculo) durante una hora e
inmediatamente después se introdujeron en el tanque durante 5 minutos, en los que
se evaluo el comportamiento predominante (inmovilidad, natacion o escalada) en
intervalos de 5 segundos (Figura 16.a). Esta medida se volvio a realizar 24 horas
despues del tratamiento (test+1) y 7 dias después (test+7).
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‘ I l
DIA 2 1 **o 1 2 % a4 % 6

LY404187 2,5mg/Kg y 5mg/Kg

Figura 17. Test de natacién forzada. Esquema de los tres tipos de comportamiento que pueden
presentar las ratas durante el TNF y linea temporal del experimento.

7.6 Test de alimentacion con supresion de novedades

La prueba de alimentacion con supresion de novedades (NSF, por sus siglas en
inglés) se usa a menudo como una medida de comportamientos similares a la
depresion. Al igual que la prueba de campo abierto, la prueba NSF se basa en el
miedo innato de los roedores a los espacios nuevos. Sin embargo, la prueba NSF
introduce un componente adicional de motivacion, ya que el impulso de comer del
animal privado de alimentos entra en conflicto con su miedo a los nuevos espacios
abiertos, es decir, con la ansiedad. Se sabe que la administracion cronica, pero no
aguda, de antidepresivos reduce estas latencias hasta que la rata toma el alimento,
dando a la prueba NSF una excelente validez predictiva para el transcurso de
tiempo de la eficacia antidepresiva (Dulawa et al. 2005)

En nuestro experimento, se privd de alimento a las ratas 24 horas antes de la
prueba, con acceso libre al agua y se las traslado a la sala de pruebas con poca luz
una hora antes de la prueba. Las ratas se colocaron en una esquina de un aparato de
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campo abierto (17 pulgadas x 17 pulgadas x 12 pulgadas) con paredes y un piso
acrilico blanco opaco cubierto de serrin. EI nivel de luz en el campo abierto se
mantuvo entre 16 y 20 lux y las paredes y el piso se limpiaron con Novalsan
(diacetato de clorhexidina) entre las pruebas. Se colocd un granulo de comida en el
centro del campo abierto y se colocaron ratas en una esquina, una cada vez. Se
registraron las latencias para acercarse y comenzar a comer con un limite de 15
minutos. Tan pronto como se observo que la rata comia, o se alcanzé el limite de
tiempo de 15 minutos, se saco a la rata del campo abierto y se coloco en la jaula y
se observo hasta que comenzd a comer en la jaula doméstica; ademas, se pesoé la
cantidad de comida ingerida. La prueba se grabo en video para posterior registro de
la conducta.

7.7 Western Blot

Para estudiar la expresion de proteinas tras la administracion de LY 404187 i.p.
(2,5 y 5 mg/kg), se sacrificaron las ratas (n = 24) por decapitacion en 2 grupos: a
los 30 min y 1h tras el tratamiento. Para cada grupo se establecio un grupo control
al que se le inyecto el vehiculo (Salino). Posteriormente se extrajeron los cerebros,
se diseccionaron las CPF y los Hipocampos en hielo y se almacenaron a -80 °C.

Para el lisado de las células, las muestras de CPFderecho se homogeneizaron
(1:15) en una solucién compuesta por 10 mM HEPES (pH 7.9), 1.5 mM MgCI2,
100 mM KCl, y los siguientes inhibidores de proteasas y fosfatasas: 1 mM fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 0.2 mg/ml aprotinina, 10 pg/ml leupeptina, 10
ug/ml pepstatina A, 10 ug/ml antipaina, 10 pg/ml quimostatina, 1 mM Na3Vv04, 1
mM NaF, 1 mM cantaridinay 1 uM E-64. A esto se le afiadié tampon de lisis (1%
Igepal®, 0.5% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS y 2.5 mM CHAPS). Las proteinas
solubilizadas se recogieron en el sobrenadante tras centrifugar durante 10 minutos
a 14000 x g y 4 °C, la cuantificacion se realizd6 mediante el método de Lowry
(Lowry y cols., 1951) y se prepararon alicuotas, a las que se afiadié tampén de
carga (Laemmli Sample Buffer, BIO-RAD, California, Estados Unidos) con f-
mercaptoetanol al 5% y se calentaron 5 minutos a 100 °C para desnaturalizar las
proteinas.

Para cada muestra se cargo 15 ug de proteina (por duplicado) para las muestras de
30 min. Y 12 ug para las de 1 hora en geles SDS-PAGE discontinuos, constituidos
por un gel de separacion (8 o 15% de acrilamida) y un gel de empaquetamiento
(8,5% y 15% de acrilamida). Los geles se introdujeron en las cubetas de
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electroforesis (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, BIO-RAD, California, Estados
Unidos) con tampdn de electroforesis y se sometieron a una corriente de 100 V
durante 15 minutos y 160 V durante 50 minutos hasta que se observé que el
marcador de peso molecular (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to
250 kDa, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos)
llegaba al limite del gel. Después las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa, sumergidas en tampdn de transferencia al 20% de metanol. Las
condiciones de transferencia fueron voltaje constante (100 V) durante 90 minutos
para las proteinas de alto peso molecular y amperaje constante (40 mA) durante 45
minutos para las de bajo peso molecular, a baja temperatura.

El blogueo de las uniones inespecificas se realiz6 incubando las membranas una
hora con leche desnatada en polvo al 3% para detectar proteinas fosforiladas y al
5% para las demés, después se incubaron durante una noche a 4°C con los
anticuerpos primarios (Tabla 3) diluidos en leche al 3 y 5%, para marcar la
siguientes proteinas: p-mTOR, mTOR, p-ERK, ERK, p-AKT, AKT, tubulina y
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF).

Al dia siguiente se lavaron las membranas con Tween 20 al 0,05% en tampon tris
salino (TBS-T) y se incubaron durante una hora con anticuerpos secundarios
conjugados para deteccion fluorescente frente a 1gG de ratdn o conejo, a una
concentracion 1:15.000, proporcionados por Li-Cor Biosciences (Lincoln, NE,
USA). Tras volver a lavar las membranas con TBS-T, la deteccion de la
fluorescencia se llevo a cabo en un escaner Odyssey CLx y para la cuantificacion
se utilizé el programa Image Studio Lite, ambos de Li-Cor Biosciences (Lincoln,
NE, USA). Los valores de densitometria se normalizaron respecto a la banda de
tubulina y entre sus respectivos fosforilados.

. Peso molecular . ._|Concentracion| Animal de
Antigeno (kDa) Casa comercial y referencia de uso procedencia
p-mTOR 289 Cell Signaling Technology; 1:250 Conejo

CS 2971
Cell Signaling Technology; . ]
mTOR 289 CS 4517 1:100 Raton
Santa Cruz Biotechnology; . .
p-AKT1 62 CS 9271 1:500 Conejo
Santa Cruz Biotechnology; . .
AKT 62 SC 5208 1:1.000 Raton
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Sigma; . .
p-ERK 42-44 M 8159 1:1000 Raton
ERK 42-44 Abcam; 1:1000 Conejo

Ab-184699

Abcam; . i
BDNF 14 Ab-108314 1:250 Conejo
Tubulina 55 A80593 1:20000 Ratdn
Conejo

Tabla 3. Anticuerpos primarios empleados para el marcaje de proteinas en el western blot.
Relacidon de anticuerpos utilizados a lo largo del estudio, indicando el peso molecular de la
banda marcada, la casa comercial, la concentracion empleada para cada uno de ellos y el animal
del que se han obtenido.
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