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Veronica Inés Vargas Introduccioén 1

INTRODUCCION

La depresion es una de las enfermedades neuropsiquiatricas mas prevalentes en los paises
desarrollados. Afecta a alrededor del 20% de la poblacion, siendo casi dos veces mas comun en
mujeres que en hombres. La depresiéon representa una de las diez causas de mayor morbi-
mortalidad a nivel mundial {Hirschfeld, 2012 #2545}. Las manifestaciones clinicas de la depresién
mayor pueden incluir distintas alteraciones en la esfera psiquica del individuo, como el estado de
animo, la ansiedad, el miedo, la disfuncién de los mecanismos de recompensa, la atencién, la
motivacidn, la respuesta al estrés, la interaccion social o la funcidon neurovegetativa (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders {Association, 2013 #2507} estos pacientes presentan una
reactividad débil tanto a estimulos positivos como negativos {Bylsma, 2008 #2486}. Multiples areas
cerebrales estan implicadas en las alteraciones neuropsiquicas que aparecen en estos enfermos
como el sistema limbico, incluyendo la formacién del hipocampo, la circunvolucién del cingulo, el
tadlamo, la amigdala, diversas estructuras corticales y el hipotdlamo {Koenigs, 2009 #2487;Price,
2010 #2488}.

Las bases neurobioldgicas de la depresidon no estan totalmente aclaradas. En la década de los
50, se demostré que, farmacos como la imipramina que ejercian un efecto antidepresivo,
aumentaban los niveles cerebrales de monoaminas {Schildkraut, 1965 #2490}. Estas observaciones
llevaron a la elaboracién de la clasica "hipdtesis monoaminérgica de depresion”, que relaciona la
depresion con una disminucién de los niveles cerebrales de monoaminas (revisado en:{Mulinari,
2012 #2491;Mulinari, 2012 #2491;Mulinari, 2012 #2491}. Los ADs clasicos que aumentan los
niveles de monoaminas (sobre todo serotonina y noradrenalina) en la sinapsis, se utilizan como
tratamiento de primera linea para la depresién. Desde un punto de vista clinico, los farmacos ADs
disponibles presentan varias limitaciones: sélo son eficaces en el 60-80% de los pacientes, la
mejoria clinica se lleva a cabo después de 3-4 semanas de tratamiento, presentan una variedad de
efectos secundarios que pueden conducir al incumplimiento terapéutico, ademas de la existencia de
hasta un 40% de los pacientes resistentes a los fairmacos actuales revisado en: {Adell, 2005
#2546;Adell, 2005 #2546;Adell, 2005 #2546;Al-Harbi, 2012 #2493}.

Tradicionalmente la investigacion en la neurobiologia de la depresién se ha centrado en los
sistemas cerebrales de monoaminas, sin embargo, distinta evidencias {Ruhe, 2007 #2495} sugieren
que las anomalias asociadas a la depresidon van mas alla de la neurotransmision monoaminérgica.
Por lo tanto, el desarrollo de nuevos y mejores fairmacos ADs dependera del descubrimiento de
nuevas dianas celulares. En este sentido, a finales de los 90 surge con fuerza una nueva hipétesis
que trata de explicar la depresiéon en base a mecanismos moleculares de plasticidad neuronal
{Duman, 1997 #2494;Czeh, 2001 #2496;Malberg, 2000 #2497;Malberg, 2003 #2498;Sahay, 2007
#2499}. La heterogeneidad de la depresion puede indicar que el origen de esta enfermedad puede
deberse a la disfuncién de multiples regiones cerebrales. Algunos datos parecen indicar que la
neurogénesis hipocampal puede no ser el principal factor para el desarrollo de la depresién, pero
puede ser importante para los efectos sobre el comportamiento de los fArmacos ADs {Sahay, 2007
#2499;Sahay, 2007 #2499}.

Aunque las causas de la depresidn no estan totalmente aclaradas y, pese a que la depresién no
se considera una enfermedad genética, no deben olvidarse la implicacién de factores genéticos en la
misma. Entre el 40-50% del riesgo de depresion puede ser hereditario, el 50-60% del riesgo no
genético no esta totalmente identificado, pero factores como el stress, traumas en la infancia,
infecciones viricas u otras, pueden jugar un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad
{Berton, 2006 #2501;Nestler, 2002 #2500;Nestler, 2002 #2500;Berton, 2006 #2501}. El estrés
merece una atencién especial, ya que muchas veces se describe a la depresiéon como un desorden
relacionado al estrés, y no son pocos los casos en los que los episodios depresivos ocurren en un
contexto de algiin modo estresante {Wise, 1990 #2742}. En relacién a los factores genéticos, varios
polimorfismos en genes del sistema serotonérgico, como el transportador de serotonina, la MAO-A
o la triptéfano hidroxilasa o de factores neurotréficos como el BDNF, pueden incrementar la
vulnerabilidad al stress {Caspi, 2003 #2743}. Sin embargo no todos los estudios han encontrado
una interaccidén entre los genes y el ambiente, aunque si parece claro que la combinacién de ambos
factores predice mejor el riesgo de sufrir una depresiéon que ambos factores por separado.

La mayoria de los farmacos ADs utilizados actualmente en la clinica estan basados en la
inhibicion, selectiva o no, de la recaptacion de monoaminas, que elevan los niveles de monoaminas
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en la sinapsis, pero pese a que el incremento de los niveles de monoaminas producido por estos
farmacos es inmediato, su eficacia clinica se retrasa varias semanas. Este retraso en la eficacia
antidepresiva junto a sus efectos secundarios y la existencia de un 30-40% de pacientes resistentes
alos ADs actuales justifican la necesidad de desarrollar nuevos ADs mas rapidos, seguros y eficaces.

1. Neurogénesis en el cerebro adulto
1.1. Origen de la neurogénesis en el cerebro adulto

A principios del siglo XX, Santiago Ramén y Cajal (Ramoén y Cajal, 1904), postulaba que el
sistema nervioso central era incapaz de regenerarse en la vida postnatal. En aquella época, estas
afirmaciones estaban basadas en los métodos de andlisis histoldgico de tejidos (técnicas de
tinciones argénticas o de anilinas como el Niss). La mayor parte de los investigadores de principio
de siglo pasado, describian las neuronas como células con arborizaciones dendriticas, que en el
analisis de su morfologia evidenciaban alteraciones en su tamafio o en su morfologia, por lo que se
las consideraban como células indiferenciadas o, directamente como artefactos de la preparacion
histolégica.

Los primeros datos sobre neurogénesis en mamiferos adultos proceden de investigaciones en
roedores, y posteriormente en el hombre, que demostraron la existencia de dos zonas diferenciadas
donde las células se dividian y producian neuronas {Altman, 1962 #2744}. Esta idea no fue
aceptada hasta los 90s, reconociéndose la existencia, en el cerebro postnatal de mamiferos, de
células con capacidad de originar diferentes estirpes de células nerviosas {Reynolds, 1992
#2745;Doetsch, 2002 #2746}.

Podemos definir la neurogénesis adulta como un proceso de generacion de neuronas
funcionales a partir de las células progenitoras, el proceso incluye la proliferaciéon celular, la
diferenciacién especifica de los progenitores neuronales, la maduracién e integracion funcional de
las neuronas en sus circuitos o la reposicidon de neuronas disfuncionales {Ming, 2005 #2747}.

Durante la evolucidn, la tasa de neurogénesis en el cerebro adulto ha disminuido, mientras
que se ha incrementado la complejidad cerebral. Asi, los vertebrados inferiores pueden regenerar
tejidos y/o regiones enteras del cerebro, mientras que en los vertebrados superiores, esta
regeneracién esta confinada a pocas zonas cerebrales {Kempermann, 2002 #2548}. La
neurogénesis adulta ha sido descrita en diferentes vertebrados, como peces {Zupanc, 1995 #2749},
reptiles {Lopez-Garcia, 1988 #2750;Perez-Canellas, 1996 #2751}, aves {Barnea, 1994
#2752;Alvarez-Buylla, 1998 #2753}, roedores {Altman, 1965 #2754}, primates {Gould, 1997
#3046;Pencea, 2001 #3068;Mirescu, 2004 #3070;Kempermann, 2004 #2748} y en humanos
{Eriksson, 1998 #3094}.

1.2.  Zonas neurogénicas en el cerebro adulto

Las regiones a las que llamamos nichos neurogénicos o nichos neurales dentro del cerebro
presentan dos caracteristicas diferenciales, en primer lugar, la presencia de células precursoras
inmaduras que pueden desarrollar nuevas neuronas; y en segundo lugar, un microambiente que sea
permisivo para que el proceso de neurogénesis tenga lugar. Hasta el momento, en el cerebro de los
mamiferos adultos se han descrito principalmente dos zonas responsables de la neurogénesis que
son: los bulbos olfatorios y el hipocampo (Figura 1). No siempre existe correlaciéon topografica
entre la existencia de células madre y la aparicion de nuevas neuronas. Asi, mientras en el
hipocampo las células madre y las nuevas neuronas coexisten, en el bulbo olfatorio, las nuevas
neuronas proceden de la zona que rodea los ventriculos laterales, denominada zona subventricular
(SVZ) {Lois, 1994 #3144}, concretamente en la pared lateral del ventriculo. Desde esta regidn, las
nuevas células tienen que migrar hasta alcanzar el bulbo olfatorio, constituyendo el camino
migratorio rostral y una vez situadas en el bulbo olfatorio se diferencian a neuronas. Actualmente,
también sabemos que existe una migracion celular hacia el cuerpo calloso, donde preferentemente
se diferencian a oligodendrocitos {Menn, 2006 #3145}.

En el hipocampo, las neuronas nuevas derivan de las células madre que se localizan en la zona
subgranular (ZSG). El proceso de proliferacién que da lugar a nuevas neuronas suele durar un mes,
aunque la maduracién total de las neuronas puede durar varios meses {Vivar, 2013 #3146}. Los
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cambios morfoldgicos fisioldgicos y moleculares de las células que participan en el proceso han
permitido identificar distintos tipos de células (Figura 2. Diagrama de la cascada de diferenciacion
neuronal de las células recién nacidas ubicadas en el giro dentado del hipocampo adulto). Las
células pluripotenciales o células madre (tipo I, o quiescentes o rNSCs de radial neural stem cells)
representan la fuente de precursores neuronales, presentan caracteristicas de la glia radial con una
Unica prolongacién apical y expresan la proteina fibrilar acida de la glia (GFAP) y la proteina de
unién a lipidos del cerebro (BLBP, brain lipid-binding protein), asi como marcadores de células
neuroepiteliales no diferenciadas como la nestina y Sox2. Esta poblacion celular se caracteriza por
tener una baja tasa de division celular (quiescentes). El equilibrio entre el estado quiescente y la
entrada en el ciclo celular es un proceso critico que determina la tasa de neurogénesis y parece
estar regulado por factores como Notch, las proteina morfogénica de hueso (BMPs Bone
morphogenetic proteins) y el GABA. Recientemente se ha identificado una nueva poblacién de
células tipo 1 caracterizadas por una dnica prolongacién horizontal diferencidndose las células tipo
1 radiales y horizontales. Las células tipo 1 horizontales presentan una tasa de division mas alta.
Una vez que las rNScs o células tipo 1 se dividen de forma asimétrica, dan lugar a una poblacién
celular que se amplifica rapidamente, las células tipo 2, o ANPs de amplifying neural progenitors,
formando acimulos o cldsteres a lo largo de la regién subgranular. Este proceso esta regulado por
factores locales del nicho como el FGF2, SH (sonic hedgehog) VEGF (vascular endothelial growth
factor) o wnt7a. Estas células no expresan ya GFAP pero mantiene una baja expresion de BLBP y
nestina. Las células tipo 2 o ANPs son células pequefias que presentan procesos neuriticos cortos
paralelos a la zona granular del giro dentado. Estas células pueden dar lugar tanto a neuronas como
a astrocitos. En base a su morfologia y expresion de marcadores, se han identificado al menos dos
tipos de células ANPs, las células progenitoras tipo 2a y 2b, las células tipo 2a expresan nestina y
doblecortina. Las células ANPs son por tanto las responsables de la mayor parte de la proliferacion
observada en el hipocampo, por lo que es razonable pensar que cualquier factor que module la tasa
de proliferacién celular en el hipocampo actué modulando la tasa de division de estos precursores
neuronales.

Las ANPs se dividen 2-3 veces antes de salir del ciclo celular y diferenciarse a células
progenitoras que van adquiriendo caracteristicas de neurona denominadas neuroblastos (células
tipo 3 o NBs). Las células de tipo 3 presentan procesos largos integrados en la capa granular, son
GFAP y nestina negativas pero expresan el marcador de neuronas inmaduras doblecortina y
polysialic acid neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM). En el paso de neuronas inmaduras a
neuronas maduras, las células tipo 2 pierden la expresion de doblecortina y comienzan a expresar
la proteina nuclear neuronal especifica, NeuN. Estas neuronas inmaduras se caracterizan por
procesos dendriticos largos que cruzan la capa granular del giro dentado. En el estadio final, las
nuevas neuronas expresan marcadores especificos, como la proteina de unién a calcio llamada
calbindina, asi como propiedades electrofisiolégicas similares a las neuronas viejas {Vivar, 2013
#3146;Encinas, 2006 #2544;Lucassen, 2010 #2543}.

1.3. Regulacion de la neurogénesis en el cerebro adulto

El estudio de los mecanismos moleculares que controlan la neurogénesis adulta ha sido el foco
de estudios recientes (Tabla 1). Las células precursoras neuronales dan lugar a subtipos neuronales
distintos y a células gliales mediante la activaciéon secuencial de factores de transcripcion. En
contraste con el desarrollo embrionario, en el cerebro adulto la renovacién y diferenciacion a
neuronas y glia mas que un proceso constante es un proceso a demanda.

La neurogénesis en el cerebro adulto es un proceso dindmico y variable, que involucra
diversas etapas como la proliferacién de las células pluripotenciales, la migracién, la diferenciacion,
la supervivencia de las neuronas nuevas y su integracién en los circuitos neuronales existentes
{Vivar, 2013 #3146}. Este proceso es altamente dependiente de los cambios del entorno
neuroquimico y ambiental {Peterson, 2002 #3148}
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Figura 1.- Regiones del cerebro adulto de
M mamiferos donde se produce neurogénesis

(a) Células progenitoras (A-C) en la zona
subventricular anterior (SVZ) junto a las
células ependimarias (D) capa que recubre los
ventriculos laterals y que interactiia con la
lamina basal que se extiende desde la
vasculatura. Las células progenitoras de la SVZ
se diferencian y migran a través de la corriente
N7 migratoria rostral antes de alcanzar el bulbo
i . (OB) y se integran como neuronas granulares
ok en la capa granular y como neuronas
periglomerulares (no mostrado). (b) Células
— progenitoras en la zona subgranular (SGZ) de
) ~ Tipo 1 y Tipo 2, proliferan y pasan por varias

a)

b)

- ntorhinal ntanne Ada camhine marfalidoicae = ficingl doi
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Immature newborn
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Abreviaturas utilizadas:
Radial glia-like
stem cells Neural
progenitor
cells

GFAP: proteina 4acida glial fibrilar;

Sox2: region determinante del sexo Y (SRY) -
BOX 2;

DCX: doblecortina;

Stages, time scale

R rarati at Differentiation Synaptic PSA-NCAM: Forma polisializada la molécula
rofiferation fic Migration integration .z
- de adhesion celular neural;
~25h ~4 days ~4-10 days ~ 2-4 weeks
Marker expression TuJ1:3-tubulina III;
GFAP, Nestin, Sox2 X NeuN, Calbindin

NeuN: antigeno nuclear neuronal.

Expansion phase Survival and elimination phase
Imagen estraida de {Lucassen, 2010 #2543}.
Radial glia- Transiently Dendrite extension Maturation of
like amplifying Axon extension dendritic spines
stem cells progenitor cells
Increased synaptic plasticity Lowered treshold for LTP
Activity synaptic
Survival or apoptosis plasticity

. El proceso estd modulado por factores extrinsecos (entrenamiento motor, cognitivo, cambios
ambientales, estimulos fisiolégicos, patolégicos o farmacolégicos) e intrinsicos (factores
neurotroéficos, citocinas y neurotransmisores, hormonas, cascadas moleculares que involucran
factores de transcripcién y vias de sefializacién o microRNAs). Los factores ambientales, como el
ambiente enriquecido, el aprendizaje instrumental y el ejercicio fisico, los esteroides ovaricos y los
estrogenos endoégenos estimulan la neurogénesis, {van Praag, 1999 #3149;Banasr, 2001
#3150;Mirescu, 2004 #3070;Tanapat, 2005 #3151}. Por el contrario el estrés, la separacion
maternal, la exposicién a glucocorticoides o algunas enfermedades psiquiatricas la inhiben {Gould,
1997 #3046;Tanapat, 2001 #3152}, A pesar de no conocerse totalmente los mecanismos
biomoleculares que controlan la neurogénesis en el cerebro adulto, se empiezan a conocer los
distintos mediadores involucrados. El nicho es uno de los factores que intervienen en la regulacién
de la neurogénesis. Esta constituido por las células pluripotenciales, los astrocitos y las células
endoteliales. Los tres componentes del nicho trabajan en sincronia para mantener la poblaciéon de
células pluripotenciales; los astrocitos modulan la proliferacién de las células pluripotenciales y de
las células que amplifican rapidamente, asi como la migracion de estas células a través de la accién
de diversos factores secretados por los astrocitos, para mantener la poblacién de astrocitos y de
células endoteliales {Jordan, 2007 #3384}.

Tabla 1: Regulacion de las distitntas etapas de la neurogénesis en el adulto
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EFECTO SOBRE AREA ANATOMICA
MEDIADOR RECEPTOR PROL DIFE MIGR MADR INTEGRACION ) REFERENCIA
SINAPTICA Nicho ZSV GDH
Neurotrasnmisores
Liu et al 2005,Duveau et al 2011,
GABA GABAAR, a2, a4, y2 + + + + + + + Pallott02012
IIIDY, Ai12RY, Di Giorgi-Geverini et al 2005,
KAINATO, mGlu I, IT y + + + Castiglione M et al 2008, Platel JC et al
Glutamato 11 2010
Sustancia P NK-1 + + Park SW et al 2007
Jacobs B et al 1998, Brezun JM et al
Serotonina 5-HT1A + + 1999, Brezun M et al 2000
Dopamina D2-like + + + + Borta A and Hoglinger G 2007
Prolactina PRLR + + +  TornerLetal 2009
GH HCR +  Garcia Garcia F et al 2011
Factores de transcripcion
Pax6 + + + +  OsumiN etal 2008
Six3 + + + Lavado A, Oliver G 2011
Cux-2, + 4+  Tlulianella et al 2008
Genes
meis-1 + + Bessa ] et al 2008
c-myb + + Mantamadiotis T, et al 2004
Factores de crecimiento
EGF EGFR + Kuhn HG et al 2006
FGF-2 FGFR2 + + + Jin K et al 2005
BDNF TrkB, LNGFR + +  Paul,J.etal 2001
Neurotrofina3  TrkC, TrkB + +  SchimazuK et al 2006
Sistemas de sefializacion celular
Shh Patched-1 + + Hui-Chi Hung et al 2014
Frizzled, LRP-5/6, . .
Wnt ROR1/2 Li et al 2005, Maretto et al 2003
Acido retinoico  RAR + + +  YuSetal 2012
BMP BMPRII + +  BondAMetal 2014
Nogina + + Tang ] 2009
Neurogenesina-1 + +  UekiT etal 2003
Sinapsina III + + Kao HT et al 2008
mitogeno
MAPK + +  Dengke K Ma et al 2009
ERK + + +  Shioda N et al 2009
JNK/SAPK + +  Hiroshi Nishina etal 2004
p38 + +  Miloso M et al 2008+K3:R34
ERKS - + +  Pan, Yung-Wei 2013

mGlu: receptores metabotrdpicos de los grupos; GH: Hormona de crecimiento; EGF: Factor de crecimiento epidérmico; FGF-2:
Factor 2 de crecimiento fibroblastico; Sonic hedgehog (Shh); Proteina morfogénica de hueso (BMP); PROL:.Proliferacion; DIFE:
Diferenciacion, MIGR:. Migracion; MADR: Maduracion.

2.- Las teorias neuroproliferativa/neuroplastica como base bioldgica de la
depresion

Las neuronas recién generadas migran a la capa de células granulares adyacentes donde
maduran hasta convertirse en neuronas funcionales que participa en funciones importantes, tales
como el aprendizaje y la memoria. {Deng, 2010 #3153} La capacidad de los ADs para aumentar
neurogénesis y bloquear los efectos del estrés proporciona una prueba convincente de que la
neurogénesis podria ser un factor clave en la etiologia y el tratamiento de la depresién y los
trastornos de ansiedad. Sin embargo, distintas conclusiones sugieren que una reduccién en la
proliferacién celular por si misma no contribuye a la aparicién de un comportamiento depresivo
{Malberg, 2003 #2498;Vollmayr, 2003 #3154}. Se ha intentado establecer una relaciéon mas directa
entre trastornos depresivos relacionados con ansiedad y neurogenesis {Santarelli, 2003
#2505;]Jayatissa, 2009 #3155;Bergami, 2008 #3156;Revest, 2009 #3157}.

En los ultimos afios se han propuesto como base biolégica de los trastornos del estado de
animo como la depresidn, la existencia de alteraciones morfoldgicas cerebrales -neuroplasticas-. El
estrés disminuye la neurogénesis del hipocampo y la plasticidad sinaptica en PFCx (PFCX) {Duman,
1999 #2508;Czeh, 2001 #2496;Malberg, 2003 #2498}. Los ADs mas conocidos estimulan la
proliferacion de células progenitoras del hipocampo, que constituye la primera etapa de la
neurogénesis en el hipocampo adulto {Sahay, 2007 #2499}. Sin embargo, la contribucién de la
neurogénesis del hipocampo a la patogénesis de la depresién estd muy lejos de estar totalmente
aclarada. El andlisis morfolégico del hipocampo en pacientes deprimidos revela una pérdida de
volumen sobre todo de la materia gris. Pero mientras algunos estudios sugieren que la disminucion
de la neurogénesis adulta podria ser responsable de los cambios estructurales del hipocampo, otros
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estudios postulan que la reduccion del volumen hipocampal estaria mas relacionada con cambios
en el nimero de células gliales, y/o con la arborizacién dendritica en esta zona, y no
necesariamente a una disminucién de la proliferacién celular {Sahay, 2007 #2499}.

2.1. Implicacion de la proliferacion neuronal y la plasticidad en los trastornos
afectivos

Se ha propuesto que el déficit de células progenitoras en el giro dentado del hipocampo puede
estar implicado en la etiologia de distintas enfermedades psiquiadtricas como los trastornos de
animo {Duman, 1997 #2494;]Jacobs, 2000 #2547;Kempermann, 2002 #2548}, el trastorno bipolar
{Schloesser, 2007 #2549}, o la esquizofrenia {Reif, 2006 #2550}. Aunque existen claras evidencias
de que distintas intervenciones terapéuticas en estas enfermedades mejoran la neurogénesis, se
sabe poco acerca de los factores implicados en el deterioro de la proliferaciéon en estas
enfermedades psiquiatricas.

En animales, la proliferacion celular en el giro dentado disminuye por el estrés {Duman, 1997
#2494;Duman, 1999 #2508;Czeh, 2001 #2496;Malberg, 2003 #2498;Warner-Schmidt, 2006
#2510}, y en varios modelos animales de la depresién como el estrés imprevisible, la
administracién crénica de corticosterona, la bulbectomia olfatoria, o la deprivacién materna
{Warner-Schmidt, 2006 #2510;Lee, 2001 #2511;Heine, 2004 #2512;Jaako-Movits, 2006 #2513;Xu,
2012 #2514}. Una disminucién de la proliferacion celular en el hipocampo se ha observado
también en ratones diabéticos, que presentan una alta incidencia de depresién que revierte con el
tratamiento crénico con farmacos ADs {Beauquis, 2006 #2517}. Esta pérdida en la proliferacion
celular se correlaciona con una disminucién de volumen del hipocampo {Sheline, 1996 #2515;Czeh,
2001 #2496}.

Aunque todos estos cambios han sido ampliamente estudiados, la depresion mayor no se
considera generalmente como "trastorno del hipocampo”, por tanto es poco probable que la
alteracion de la neurogénesis del hipocampo adulto por si sola, puede explicar plenamente la
neurobiologia de la depresiéon mayor. Algunos estudios han abordado la implicaciéon de la
proliferacién celular en otras estructuras anatémicas relevantes para los trastornos depresivos,
como PFCx y la amigdala. En PFCx, se ha observado una reduccién en la proliferacion celular {Czeh,
2007 #2518}, con una regulaciéon a la baja de los genes implicados en la proliferacion celular
{Tochigi, 2008 #2519;Tordera, 2011 #2520}, una disminucién del crecimiento y la supervivencia
celular y una inhibicién de la apoptosis {Tordera, 2011 #2520}. La administracién crénica de
farmacos ADs, incrementa también la proliferacion celular en PFCx {Czeh, 2007 #2518;Kodama,
2004 #2521}, aunque el destino de las nuevas células va mas a la formacién de la glia que de
neuronas, en contraste con lo descrito en el hipocampo {Czeh, 2007 #2518}.

Hay que destacar que en la depresién mayor, el volumen de la corteza frontal y del hipocampo
estan reducidos y existe una hipofuncionalidad de estas estructuras, otras estructuras cerebrales
como la amigdala presente hipertrofia, hiperactividad e incremento de la plasticidad sindptica
{Pittenger, 2008 #2552;Popoli, 2012 #2532}. En la amigdala se ha observado un aumento en la
longitud de las dendritas en modelos animales de estrés {Blugeot, 2011 #2522}. No se dispone de
datos acerca de los efectos ADs sobre la proliferacién celular de la amigdala; sin embargo, la lesién
del complejo basolateral de la amigdala (BLA) incrementa la supervivencia celular en el hipocampo,
similar a lo observado tras tratamiento crénico con ADs {Castro, 2010 #2523}.

Ademas de la proliferacion neuronal, cambios en la plasticidad sinaptica, que también son
modulados por el tratamiento con fArmacos ADs {Thome, 2000 #2524;Chen, 2001 #3159}, pueden
estar involucrados en la depresién {Duman, 1997 #2494}. En PFCx, el estrés reduce el nimero y la
longitud de las espinas {Penzes, 2011 #2526}, asi como el nimero, y funcién de las células gliales,
con cambios en la transmisiéon glutamatérgica {Ongur, 1998 #2527;Bowley, 2002
#3161;Rajkowska, 1999 #2530} que reduce la plasticidad sinaptica en las conexiones Hp-PFCx
{Cerqueira, 2007 #2533}. Se ha descrito que los cambios en la plasticidad sinaptica incrementan la
vulnerabilidad a sufrir un episodio de depresién {Blugeot, 2011 #2522}. El incremento en la
apoptosis también se ha relacionado con un mayor riesgo de sufrir depresién mayor, en este
sentido se ha observado un incremento de la muerte celular en dreas como giro dentado (DG), el
CA1l y el CA4 del hipocampo, la corteza entorrinal, y subiculum en muestras el cerebro humano
postmortem de sujetos con depresion. Los estudios en animales también indican que el estrés
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agudo aumenta de la apoptosis del hipocampo {Heine, 2004 #2512} y la corteza {Bachis, 2008
#2534;Kosten, 2008 #2535}. Finalmente el tratamiento antidepresivo disminuye la muerte celular
en modelos animales de estrés, bien por incrementar la expresion de factores tréficos (BDNF y su
receptor TrkB) que resulta en aumento de la supervivencia celular {Nibuya, 1995 #2536} o por
reducir directamente la apoptosis {Lucassen, 2004 #2537}.

El incremento de la proliferacion celular en el hipocampo como consecuencia del tratamiento
antidepresivo cronico se ha demostrado necesario para algunos, pero no todos los efectos de tipo
antidepresivo en animales {Santarelli, 2003 #2505;Malberg, 2005 #2553;Dranovsky, 2006 #2554}.
El efecto antidepresivo se ha relacionado también con el aumento de las arborizaciones dendriticas
{Wang, 2008 #2555}, la maduracioén o la integracién funcional de las nuevas neuronas {Wang, 2008
#2555}. Sin embargo, algunos fArmacos con accién antidepresiva no median su efecto a través de la
neurogénesis, ya que la eliminaciéon completa de la proliferaciéon del hipocampo por irradiacién
directa no bloquea la respuesta antidepresiva de los antagonistas de CRF o de arginina vasopresina
1b (V1b) {Surget, 2008 #2556}.

3. Farmacos ADs y neurogénesis

Uno de los primeros datos que vincularon la neurogénesis y la depresion fue el hallazgo de
que la mayoria de las intervenciones (farmacolégicas o no) con eficacia antidepresiva estimulan la
neurogénesis en el hipocampo (Tabla 2). Entre los tratamientos farmacoloégicos, la administracion
cronica pero no aguda de ADs que incrementan los niveles cerebrales de 5SHT como los triciclicos,
los IMAO, los inhibidores selectivos y no selectivos de la recaptaciéon de 5HT, asi como los agonistas
de receptores 5HT4, incrementan la proliferaciéon de células precursoras del hipocampo. {Czeh,
2001 #2496;Santarelli, 2003 #2505;Madsen, 2000 #2503}. Otras intervenciones no farmacolédgicas
utilizadas en el tratamiento de la depresion como la terapia electroconvulsiva {Malberg, 2000
#2497;Scott, 2000 #3387;Hellsten, 2004 #3164}, el silenciamiento génico del trasportador de
serotonina en el nuicleo dorsal del rafe {Ferres-Coy, 2013 #2540}, el enriquecimiento ambiental
{Kempermann, 1997 #3390;Nilsson, 1999 #3391} o el ejercicio {van Praag, 1999 #3149;Yau, 2011
#3392}, también incrementa la proliferaciéon celular en el hipocampo. El curso temporal de la
maduraciéon de las nuevas neuronas es consistente con el retraso en la aparicién de la accién
terapéutica de los ADs {Malberg, 2000 #2497;Datson, 2008 #3165;Meshi, 2006 #3166}.
Finalmente, el incremento de la proliferacién celular inducido por la administraciéon de ADs, se
observa fundamentalmente en la regidon subgranular del hipocampo y no tanto en la region
subventricular, lo que sugiere una accién especifica de los ADs sobre la neurogénesis hipocampal.

Los ADs influyen por lo menos en dos aspectos importantes de la neurogénesis en el adulto: la
proliferacién y la supervivencia de neuronas nuevas {Nakagawa, 2002 #3167}. Se ha demostrado
también que los ADs incrementan el indice de maduracién neuronal, determinado por el nlimero y
longitud de las dendritas de nuevas neuronas {Nakagawa, 2002 #3167;Fujioka, 2004 #3168}.
Finalmente, diferentes estrategias antidepresivas actian sobre distintas poblaciones de células
progenitoras, asi, la administracién crénica de SSRI como la fluoxetina {Encinas, 2006 #2544} o los
agonistas de receptores 5-HTs4 como el RS 67333 {Pascual-Brazo, 2012 #2462} modulan la
neurogénesis incrementando la divisién de las amplifying neural progenitors (ANPs). Por el
contrario, el ECS produciria un efecto antidepresivo mas rapido por modular tanto las ANPs como
las quiescent neural progenitors (QNPs) {Segi-Nishida, 2008 #3234}. También se ha sugerido que el
efecto antidepresivo precoz del ECS frente a los ADs clasicos dependeria de la modulaciéon de VEGF
{Fournier, 2012 #3404}.

Finamente se ha sugerido que las acciones de los ADs ocurren a través de diferentes
mecanismos, que pueden involucrar o no alteraciones a nivel de la neurogénesis. Algunos estudios
han demostrado que la ablacién de la proliferacién celular en el hipocampo mediante irradiacién,
no induce un fenotipo depresivo en animales {Tordera, 2011 #2520;Diamond, 2004 #3405},
algunos estudios ademas no encontraron una correlacién entre la disminucién de la proliferaciéon
celular y los efectos a nivel conductual causados por los ADs {Santarelli, 2003 #2505;Bessa, 2009
#3169;Kempermann, 2006 #3170}.

La neurogénesis hipocampal adulta ha sido blanco de atencién como posible tratamiento de la

depresion mayor. Aunque, quedan varias cuestiones por resolver. En primer lugar, no esta claro por
qué la neurogénesis es importante en la mediacién de la respuesta antidepresiva, siendo que, una
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disminucién de la neurogénesis en si misma no produce un fenotipo depresivo. En segundo lugar,
tampoco se sabe si el incremento directo de la neurogénesis es suficiente para conferir efecto
antidepresivo. Es importante destacar que la acciéon neurogénica de los ADs es s6lo un aspecto
dentro de innumerables efectos celulares y moleculares que acompafan a su utilizacion.

Tabla 2: Representacion de estudios en roedores sobre el efecto de la depresion, los ADs y otros
tratamientos, durante las diferentes fases de la neurogénesis hipocampal adulta,

In Vive Assessment In Vitro Assessment
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o
s ®
s o0 | &
= Type-1 Type-2 Type-3
'Ia StemeLike Amplifying Dividing Post-mitotic | Immature Mature
" Cells Progenitors | Neuroblasts | Neuroblasts
L] Proliferation
m il
3 Differentiation
w
- Major Depressive Disorder
- Post-Traumatic Stress Disorder l 'l' ‘I' 'I' 'l' 'l' had

{rodent medels include chronic unprediclable stress, social defeal, secial isalation )

+ Traatment:
(multiple classes of antidepressant drugs including

fluaxetine, imipramine) 1' 1' ‘l' 1' T T 1'
[ezt;r:gi;i:]ral manipulations like TH T 1, T .'. 1' ' T

Modificado de (Lucassen, Meerlo et al. 2010)

El énfasis de la investigacion actual sobre los efectos de la proliferacion celular en la accién
antidepresiva nos ha dejado indicios del posible papel de las neuronas inmaduras en los cambios
conductuales y cognitivos asociados a la depresion. Debido a que las nuevas neuronas requieren
aproximadamente 1 a 1,5 meses para madurar completamente, esto podria contribuir a la aparicion
tardia de eficacia terapéutica del tratamiento antidepresivo. Las nuevas neuronas maduran y se
integran en el giro dentado del hipocampo, exhibiendo propiedades funcionales Unicas (por
ejemplo, excitabilidad aumentada y umbral mas bajo para la induccién de LTP) que permitan hacer
contribuciones clave con respecto a la funcionalidad en la red neuronal y plasticidad sinaptica {Ge,
2008 #3171}. Se han registrado hallazgos de que la velocidad de la maduracién y la integracién
puede ser modulada por una variedad de factores, tales como la experiencia {Tashiro, 2007 #3172}.
Wang et al demostraron recientemente que el tratamiento crénico con fluoxetina acelera la
maduracién funcional y estructural en neuronas inmaduras, que coincide con la mayor inducciéon
de LTP en el giro dentado {Wang, 2008 #2555}. De este modo seria posible acelerar la maduracién
de las neuronas noveles mediante el tratamiento antidepresivo pudiendo de este modo
reestablecer la funcionalidad de la red neuronal y ayudar a incrementar el proceso de informacién
en el hipocampo de pacientes con depresién mayor. De hecho, los pacientes con depresion
presentan dificultades en diversas areas relacionadas al aprendizaje y la funcién de memoria que se
invierten por medio del tratamiento antidepresivo {Bremner, 2004 #3185;Bremner, 2004
#3184;Campbell, 2004 #3192;Vythilingam, 2004 #3202}.

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidatrica



Veronica Inés Vargas Introduccion 9

4. Vias de seiializacion implicadas en la proliferacion y la plasticidad neuronal
moduladas por ADs

Se ha avanzado en el descubrimiento de sefiales moleculares que regulan la divisiéon de células
progenitoras neuronales en el hipocampo adulto que podrian servir como posibles candidatas para
el tratamiento de la depresién. Los tratamientos ADs clasicos pueden revertir, al menos
parcialmente, la mayoria de los cambios en proliferacién y neuroplasticidad inducidos por estrés
{Sheline, 2003 #3411}. Estos farmacos modulan varias vias intracelulares implicadas en la
neuroplasticidad y la proliferacion celular: incluyendo sistemas de neurotransmisores, cAMP /
CREB, factores neurotroéficos, como BDNF {Banasr, 2008 #3417}, VEGF {Palmer, 2000 #3226}, y
otras proteinas como la B-catenina {Malberg, 2000 #2497;Madsen, 2003 #3430;Mostany, 2008
#2461} o el blanco para la rapamicina en mamiferos (mTOR) {Li, 2010 #3447}.

Clasicamente, la modulaciéon de diferentes sistemas de neurotransmisores se ha implicado en
la mediacidn de los efectos ADs, y, algunos de ellos, se han relacionado con cambios proliferativos o
de tipo plastico(Cassano P. 2010). Los sistemas de neurotransmisores tradicionalmente implicadas
incluyen el serotoninérgico, adrenérgico, y los dopaminérgicos, mientras que otros, como el
glutamatérgico, sistemas de canabinoides y el factor de liberacién de corticotropina (CRF)
implicado en la secreciéon de ACTH estan adquiriendo una importancia creciente en los tultimos
afios. Aqui nos centraremos en los receptores serotoninérgicos mas relevantes para la modulacién
de la proliferacién neuronal y los procesos de plasticidad sinaptica.

4.1. Receptores de serotonina.

Se ha sugerido que el aumento en los niveles de serotonina media el aumento en la
proliferacién celular, por el contrario, la deplecién de este neurotransmisor no modifica la divisiéon
de las células del hipocampo {Ueda, 2005 #3203}. En linea con esto, la administracion crénica pero
no aguda de ADs que incrementan los niveles cerebrales de serotonina incrementan la proliferacion
celular del hipocampo (revisado en {Pilar-Cuellar, 2013 #2539}. Otros mecanismos no
farmacolégicos de incrementar el contenido cerebral de serotonina en las neuronas
serotoninérgicas del rafe dorsal, como el silenciamiento del transportador de serotonina con RNAIi
también aumenta la proliferacion del hipocampo {Ferres-Coy, 2013 #2540}.

Varios receptores de serotonina han sido implicados en el aumento de la proliferacién celular
en el hipocampo inducido por ADs, junto con el crecimiento de neuritas y la supervivencia en
células que expresan estos receptores {Li, 2005 #3477}.

La lesién parcial de los nucleos dorsal y medial del rafe, resulta en una disminucién de las
neuronas serotoninérgicas que inervan el giro dentado del hipocampo y otras areas de proyeccién
como corteza y amigdala, disminuyendo la proliferacién en la zona subgranular del giro dentado
{Kaidanovich-Beilin, 2004 #3485}. Sin embargo, otros autores no encuentran cambios en la
proliferacién y/o en los niveles de factores neurotréficos de expresion tas el tratamiento crénico
con fluoxetina, cuestionando la importancia del sistema serotoninérgico en la proliferacién del
hipocampo {Gould, 2004 #3486;Latapy, 2012 #3487;Klein, 1996 #3491}

4.1.1. Receptores 5-H714

La administracién aguda {Peifer, 1993 #3656}, o crdnica del agonista de receptores 5-HT1a, 8-OH-
DPAT {Blugeot, 2011 #2522;Kim, 2009 #3469;Li, 2005 #3477} aumenta la proliferacién en la zona
subgranular (SGZ) del hipocampo que depende de los receptores postsinapticos 5-HT1a. En
estudios que utilizaron células progenitoras neuronales del hipocampo, el incremento de
serotonina que media en la proliferacién estd bloqueado por el antagonista de receptores 5-HT1a,
el WAY100,635 {Polakis, 2012 #3468}. Por el contrario, la administraciéon aguda de antagonistas de
receptores 5-HT1a produce una disminucién de la proliferacién del hipocampo {Wada, 2005
#3504}, no observandose cambios después de 14 dias de tratamiento {Kim, 2009 #3469}
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Tabla 3: y compuestos con efecto antidepresivo, vias de sefializacion efecto sobre la proliferacion celular en
hipocampo o neurogénesis y eficacia.

Via Efecto en Eficacia

sefializacién/ proliferacion o modelos
Tratamiento NT neurogénesis animales clinica Referencias
Fluoxetina (SSRI) 5-HT T supervivencia Si Si Malberg JE et al. 2000
Reboxetina (SNRI) NA 0 Si Si Malberg JE et al. 2001
Venlafaxina (SRNI) NA 0 Si Si Wood GE etal. 2004
Tranilcipromina (MAOI) 5-HT 0 Si Si Malberg JE et al. 2000
Imipramina (triciclico) 5-HT, NA 0 Si Si Lee, J. et al. 2002
Desipramina (triciclico) 5-HT, NA ) Si Si Malberg JE et al. 2000
Rolipram (PDE4 inhibidor)  cAMP-CREB T supervivencia Si ? Vermetten, E. et al. 2003
Tianeptina 5-HT 0 Si ? Czeh, B.etal. 2001
Antagonista NK1 NK1 1T Si ? Santarell, L et al. 2003
Vasopresina V3 Vasopresina 0 Si ? Silasi, G. et al. 2004
ECT cAMP-CREB 0 Si Si Malberg JE et al. 2000
IGF-1 Ras-MAPK 7 diferenciacion Si ? Khawaja, X. et al. 2004
BDNF cAMP-CREB 0 Si ? Pencea, V. etal. 2001
Litio ERK 0 No No  Siasi,G.etal 2004
Valproato ERK T No No Silasi, G. et al. 2005
8-OH DPAT Gi/o-PKA, ERK T Si ? Khawaja, X. etal. 2004
WAY 100635 Gi/o-PKA, ERK I/~ No ? Rupniak, N.M. 2002
Sumatriptan Gi/o-PKA, ERK ~ No ? Alonso R. et al. 2004
GR127935 Gi/o-PKA, ERK ~ No No Alonso R. et al. 2004
ble] Gg-PKC ) No No  AlonsoR. etal. 2004
Ketanserina Gg-PKC \ No No Alonso R. et al. 2004
RO600175 Gg-PKC ~ Si ? Alonso R. etal. 2004

Modificado de (Malberg , Bleny et al. 2005). NT: Neurotransmisor ; T:incremento; J: descenso; »: sin cambios; NKI receptor de taquiquinina

. Animales Knock Out para el receptor 5-HT1a no presentan cambios en la proliferacién basal
en comparaciéon con animales de tipo salvaje {Czeh, 2007 #2516;Tordera, 2011 #2520}, pero
presentan una disminucién de la supervivencia de las células del hipocampo {Czeh, 2007 #2516}. El
subtipo de receptor 5-HT1a se ha demostrado que es necesario para el efecto proliferativo en el
hipocampo de algunos ADs como fluoxetina {Tordera, 2011 #2520}, mientras que otros ADs como
la imipramina, actuan sobre otros sistemas de neurotransmisores, incrementando la proliferacién
hipocampal de manera 5-HT1a-independiente {Tordera, 2011 #2520}.

4.1.2. Receptores 5-H72.4/c

El papel de los receptores 5-HT2a,c en la regulaciéon de la neurogénesis es menos claro. El
tratamiento con antagonistas, incrementan la proliferacion o la plasticidad sinaptica en paralelo al
efecto antidepresivo {Galceran, 2000 #3480;Hinck, 1994 #3508;Sadot, 1998 #3510}, mientras que
la administracién de agonistas 5-HTza contrarresta el efecto de los ISRS {Hinck, 1994 #3508}. La
administracién crénica de antagonistas de receptores 5-HT2a como la ketanserina {Moon, 2002
#3478}, y 5-HT2C como SB243,213 y S32006 {Ciani, 2005 #3479}, producen un aumento de la
proliferacidn celular en el hipocampo, mientras que el tratamiento agudo con agonistas 5-HT2a/C
no producen cambios o disminuye la proliferaciéon {Blugeot, 2011 #2522;Moon, 2002 #3478}.
Curiosamente, el tratamiento subcrénico con ketanserina en combinacion con fluoxetina aumenta
una serie de marcadores de plasticidad siniptica como B-catenina y N-caderina presente en la
fracciéon de membrana, junto con la expresién del gen de BDNF, sin embargo, la proliferacién celular
en el hipocampo no se modifica significativamente {Galceran, 2000 #3480}.

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidatrica



Veronica Inés Vargas Introduccion 11

4.1.3. Receptores 5-HT,

En los dltimos afios, el subtipo de receptor 5-HT4+ ha demostrado tener un papel destacado en
la patologia depresiva. La densidad de este subtipo de receptor y la cascada de sefializacion a través
del cAMP estdn alteradas en la corteza frontal y en el caudado-putamen en humanos con
diagnostico de depresion {Gottardi, 2004 #3512}. El tratamiento crdénico con ADs clasicos producen
una desensibilizacion de este subtipo de receptor en estructuras como el hipocampo {Frame, 2001
#3483;Aberle, 1997 #3484}. En los ultimos afios, se ha descrito una respuesta antidepresiva a corto
plazo mediada por agonistas parciales del receptor 5-HT4s6lo {Sheline, 2003 #3411;Dominguez-
Escriba, 2006 #3475;Gasbarri, 1994 #3476}, o cuando se coadministra con los ADs clasicos
{Yamaguchi, 2004 #3473}. El efecto antidepresivo del agonista de 5-HTs es paralelo al aumento en
la proliferacion en el hipocampo {Sheline, 2003 #3411;Dominguez-Escriba, 2006 #3475}, u otros
marcadores de proliferacion y plasticidad como la $-catenina, Akt {Sheline, 2003 #3411}, el BDNF
{Sheline, 2003 #3411;Gasbarri, 1994 #3476} o el factor de transcripcion CREB {Sheline, 2003
#3411;Yamaguchi, 2004 #3473;Gasbarri, 1994 #3476}. La proliferacion celular en el hipocampo en
cultivos primarios de hipocampo inducida por serotonina es bloqueada por el DAU 5-HT4 6285, un
antagonista del receptor 5-HTa4 {Polakis, 2012 #3468}.

Tabla 4: Rol de la activacion y bloqueo de los diferentes subtipos del receptor de serotonina en la
proliferacién neuronal y la plasticidad sinaptica

. Agonista Antagonista
Subtipo de g i
Receptores p,,iferacion Referencia Proliferacion Referencia Referencia
1 éni Arnold SA and Hagg T., 2012 l Pilar-Cuellar F et al = Kialetal 2012
(subcrénico) ee (agudo) ) - Santarelli L et al., 2003.
Banasr R et al. 2004
Huang GJ and Herbert J.
5HT1A T (crénico)  HuangGJand Herbert].2005. = (crénico) 2005 ) J
Fricker AD etal. 2005.
blogueo de SHT = proliferaciéon Pilar-Cuellar F etal. l supervivencia XiaL etal. 2012.
5 Retal. 2004 1 JhaSetal. 2008
- anasr R et al. oni:
(cronico) Soumier A et al. 2009.
5HT2A/2C Banasr R etal. 2004

= (agudo) JhaSetal. 2008

1 marcadores de plasticidad y BDNF Pilar-Cuellar F etal. 2012
T (subcrénico)  Pascual-Brazo].etal. 2012 7

Pascual-Brazo . etal. 2013 ] ploqueo de SHT T Pilar-Cuellar F etal.

SHT4 T marcadores de
plasticidad y BDNF Lucas G.etal. 2007.

subcrénico) Lucas G. et al. 2010.

5HT6 ? = Foley AG, et al. 2008. ?
1 marcadores de plasticidad (PSA- Foley AG, etal. 2008. =] Sarkisyan G etal. 2009.
S5HT7 ? T (subcrénico) Mnie-Filali O etal. 2011.

4.1.4. Receptores 5-HTs

El papel del receptor 5-HTs en la depresion no esta claro, los ADs triciclicos como la
amitriptilina y los ADs atipicos como la mianserina tienen alta afinidad por este subtipo de receptor
de serotonina, actuando como antagonistas {Brembeck, 2004 #3513}. Este subtipo de receptor
postsinaptico esta presente en areas del cerebro como la corteza y el hipocampo y esta implicado
en el aprendizaje y la memoria {Brembeck, 2004 #3513}. Los efectos mediados por este receptor
son contradictorios, ya que ambos, agonistas r y antagonistas de este subtipo de recepto ejercen
efectos ADs y ansioliticos por si solos {Brembeck, 2004 #3513;Gottardi, 2004 #3534} o potencian
el efecto de otros ADs {Shitashige, 2008 #3536}. Cuando se administran localmente en el
hipocampo, los antagonistas de los receptores 5-HTs producen un efecto antidepresivo {Lie, 2005
#3549}. Sin embargo, este efecto no estd mediado por un aumento de la neurogénesis pero si por
un aumento de la molécula de adhesién celular neural (PSA-NCAM) que puede mediar cambios de
plasticidad sinaptica {Wexler, 2009 #3574}.

4.1.5. Receptores 5-HT> .
El subtipo de receptor 5-HT7 también ha sido implicado en el efecto de los ADs. Estudios

recientes han demostrado que el bloqueo de este subtipo de receptor produce un comportamiento
antidepresivo {Adachi, 2007 #3575;Kimelman, 2006 #3579}. Los ratones knock-out del receptor 5-
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HT7 muestran un comportamiento antidepresivo {Liu, 2002 #3581}. El uso del antagonista del
receptor 5-HT7el Lu AA21004 en modelos animales de depresiéon como la bulbectomia olfatoria
{Zaghetto, 2007 #3481} o en humanos {Xing, 2003 #3583} muestra un efecto antidepresivo. EDe
forma paralela, el tratamiento crénico con el SB-269970, un antagonista de receptorese 5-HT7
incrementa la proliferacion celular en la zona subgranular del hipocampo {Zaghetto, 2007 #3481},
aunque no se observan cambios en la proliferacidn celular en animales knock-out del receptor 5-
HT7{Bamji, 2003 #3482}.

4.2. Factores de crecimiento y neurotrofinas

Desde mediados de la década de los 90, se acepta que, tanto la etiopatogenia de los trastornos
del estado de dnimo, como el efecto de los farmacos ADs, no podian explicarse totalmente por las
modificaciones en los neurotransmisores y receptores. Nuevos hallazgos llevaron a postular una
hipétesis molecular y celular conocida como "hipétesis neurotréfica de la depresion”, que
posteriormente fue denominada "hipdtesis neuroplastica de la depresién” {Duman, 1997 #2494}.
Esta hipétesis vincula los cambios inducidos por el estrés y la accién terapéutica a los ADs a los
mecanismos moleculares intracelulares que modulan los factores neurotroficos necesarios para la
supervivencia y el funcionamiento de las neuronas. Los farmacos ADs por otro lado, modulan
diferentes etapas del proceso neurogénico aumentando los niveles de expresion de neurotrofinas y
de factores de crecimiento {Pittenger, 2008 #2552;Encinas, 2006 #2544;Wang, 2008
#2555;Warner-Schmidt, 2006 #2510}.

4.2.1. BDNF

El BDNF (factor neurotréfico derivado de cerebro) es un mediador critico de la plasticidad
tanto durante el desarrollo embrionario como en el SNC adulto {Thoenen, 1995 #3657}. El BDNF se
sintetiza como una proteina precursora conocido como preproBDNF que se escinde en proBDNF y
luego en BDNF {Lessmann, 2003 #3658}.

4.2.1.1. Transduccion de la sefial de BDNF. Receptores para BDNF.

La mayoria de los efectos plasticos del BDNF estan mediados por el receptor TrkB. Sin
embargo, datos recientes sugiere un escenario mas complejo. Se han descrito dos formas activas de
BDNF: mBDNF y proBDNF que median su efecto a través de dos tipos diferentes de receptores: el
receptor TrkB de alta afinidad y el receptor de neurotrofina de baja afinidad p75 (p75NTR)
respectivamente. Esto sugiere que tanto las condiciones en que se segrega BDNF como su escision
extracelular son de vital importancia para su efecto funcional {Martinowich, 2007 #3661}. La
sefializacién de mBDNF través de TrkB, y de proBDNF través de p75 puede provocar efectos
contrarios a la plasticidad, como la induccién de atrofia neuronal, la apoptosis, el acortamiento
dendritico y la induccién de LTD {Woo, 2005 #3659}. Todos estos hallazgos enfatizan la
bidireccionalidad de la plasticidad neuronal, donde la neurogénesis, la arborizacién de las neuritas
y sinaptogénesis se equilibran con la muerte neuronal programada, la retraccién de las neuritas, y
el acortamiento sinaptico.

La unién de BDNF al receptor TrkB induce la dimerizacién y trans-autofosforilaciéon de dos
residuos de tirosinaa (Y515 y Y816) en el dominio intracelular del receptor. La fosforilacion del
residuo Y515 permite la activacion de las vias Ras/MAPK y PI3K por el reclutamiento de la proteina
SHC/FRS-2. Por otra parte, la fosforilacién del residuo Y816 activa la via de sefalizacién
CAMK/CREB por el reclutamiento de PLC {Minichiello, 2002 #3662}.

4.2.1.2. Papel de BDNF en la neurogénesis y plasticidad sindptica

BDNF es uno de los miembros mas activos de la neurotrofina familia. En condiciones
fisiolégicas, el BDNF regula varios mecanismos de plasticiy sindptica la supervivencia y la
diferenciacién neuronal potenciacién a largo plazo (LTP), la depresién a largo plazo (LTD), el
aprendizaje y la memoria. En condiciones patoldgicas, el BDNF protege las neuronas del hipocampo
de la excitotoxicidad del glutamato y la isquemia (Revisado en Toshiyuki, et al. 2015).
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BDNF juega un papel importante en la neurogénesis ambos en el hipocampo como en la ZSV.
BDNF puede modular distintas vias de sefializacion que contribuyen a la respuesta neurogénica
modulando tanto la proliferacién celular, la diferenciacién y la supervivencia celular.

4.2.1.3. Papel de BDNF en la etiopatogenia de la depresion

El papel final de BDNF en la depresion todavia no esta claro, ya que, aunque numerosos
estudios en modelos animales de depresiéon observan una disminucién del nivel de BDNF en
hipocampo que incrementa tras el tratamiento con ADs {Lie, 2004 #3665;Duman, 2000 #3666;Hur,
2010 #3667;Hart, 1999 #3668}, algunos autores no encuentran cambios en los niveles de BDNF
asociados a modelos animales de estrés {Kodama, 2004 #2521;Bamji, 2006 #3671;Sun, 2009
#3672}

En humanos, los niveles de BDNF y TrkB estan disminuidos en el hipocampo y en la PFCx post-
mortem de victimas de suicidio con antecedentes de depresién, asi como en el suero de pacientes
con depresion {Karege, 2005 #3675;Karege, 2005 #3676;Monteleone, 2008 #3677;Sen, 2008
#3678}. Esta disminucién de BDNF en suero se ha relacionado con una disminucién de la capacidad
de las plaquetas para liberar BDNF {Karege, 2005 #3675}. En modelos animales asociados al estrés
se ha observado ademas, un incremento de los niveles de BDNF en estructuras cerebrales como el
nucleo accumbens y la amigdala {Autry, 2012 #3670} pero no en el suero {Adachi, 2008
#3669;Saarelainen, 2003 #3680;Monteggia, 2004 #3681}. Estos cambios se normalizan tras
tratamiento a largo plazo con ADs {Autry, 2012 #3670}. Por lo tanto, el BDNF se ha propuesto como
un biomarcador de la eficacia de la respuesta antidepresiva {Hashimoto, 2010 #3683}.
Recientemente, se ha observado un aumento de los niveles proBDNF en muestras de cerebro post
mortem de en sujetos suicidas {Dwivedi, 2009 #3663}. Ademas, la ratio de expresion del receptor
p75 respecto al receptor TrkB se ve incrementada en muestras de cerebro post mortem de sujetos
suicidas {Dwivedi, 2009 #3663}.

En humanos, el SNP (Val66Met) en el gen de BDNF se ha asociado a una disminucién de la
secrecion de BDNF ({Egan, 2003 #3685}, a una mayor incidencia de trastornos neuropsiquiatricos
{Sen, 2003 #3686;Verhagen, 2010 #3687}, y a la falta de respuesta al tratamiento antidepresivo
{Kocabas, 2011 #3688}. Este SNP, predispone a una conducta depresiva-like en modelos animales
de estrés, que revierte tras el tratamiento con ADs {Yu, 2012 #3689}.

4.2.1.4. Papel de BDNF en en el mecanismo de accion de los farmacos ADs

Los datos en modelos animales con déficit de BDNF (ratones knock-out condicionales o
siRNA), han demostrado que la supresiéon de BDNF, sobre todo en el giro dentado, pero no en CA1,
del hipocampo, dismunuye la respuesta al tratamiento ADs {Adachi, 2008 #3669}. La supresion
especifica de BDNF en las neuronas dopaminergicas en el area tegmental ventral (VTA) del sistema
mesolimbico, induce por si mismo una respuesta antidepresiva {Autry, 2012 #3670}.

La infusién de BDNF en cerebro de la rata {Siuciak, 1997 #3700;Hoshaw, 2005 #3701}, y mas
especificamente en el GD {Siuciak, 1996 #3702;Shirayama, 2002 #3703;Ye, 2011 #3704} pero no
en el CA1 {Shirayama, 2002 #3703} del hipocampo produce un efecto antidepresivo-like. En
contraste con los resultados en el hipocampo, la inyeccién de BDNF en el area tegmental ventral
aumenta el comportamiento depresivo-like cuando, y la inhibicién de la sefializacién de BDNF en el
nucleo accumbens produce una respuesta antidepresiva {Eisch, 2003 #3705;Berton, 2006 #3706}.
Finalmente, la administracidon periférica de BDNF produce efectos antidepresivo {Schmidt, 2010
#3707},

La senalizacion de BDNF a través de TrkB esta involucrada criticamente en varias respuestas
de los ADs; sin embargo, el papel de la sefializacién dependiente de p75NTR no esta claro. El
aumento de mBDNF, a través de la sefializacién de TrkB, se asocia a una respuesta antidepresiva,
mientras que el aumento de BDNF, a través de la sefializacién de p75, ejerce un efecto pro-
depresivo {Lu, 2005 #3664}.

Multiples datos apoyan el papel del BDNF en la respuesta de los ADs (Figura 3). El tratamiento

cronico con ADs (SSRIs, SNRIs o triciclicos), la terapia electroconvulsiva o la administracién de
antipsicoticos atipicos, incrementan el nivel de ARNm de BDNF en hipocampo, de proteina en

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidatrica



Introduccién 14 Veronica Inés Vargas

algunos, pero no todos los estudios {Tamburella, 2009 #3208;Pascual-Brazo, 2012
#2462;Martinowich, 2007 #3661;Nibuya, 1995 #2536;Martinez-Turrillas, 2005 #3695;Russo-
Neustadt, 2005 #3696;Duman, 2006 #3697;Molteni, 2006 #3698}. Este efecto parece estar
mediado, al menos en parte, por el receptor 5-HT2a, ya que el bloqueo farmacolégico de este subtipo
de receptor bloquea la disminucién de ARNm de BDNF en el hipocampo inducida por el estrés
{Vaidya, 1997 #3699}. En este sentido, el tratamiento durante 7 dias SSRI y antagonistas del 5-HT2a
aumenta la expresiéon del ARNm de BDNF en el giro dentado del hipocampo {Pilar-Cuellar, 2012
#3690}.

Hippocampal cal 2‘
plasticity
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Figura 3.- Relacion entre el eje HPA y BDNF en la regulacion de la neuroplasticidad.

El tratamiento con ADs aumenta la expresiéon de BDNF tanto en el hipocampo como en las
regiones mesolimbicas {Molteni, 2006 #3698}.

Finalmente, el BDNF incrementa los niveles de catecolaminas por la activacién de la tirosinaa
hidroxilasa (TH), la enzima limitante de la velocidad en la biosintesis de catecolaminas. El promotor
del gen TH esta regulado positivamente por BDNF a través de su receptor TrkB especifico y la via
ERK / MAP cinasa. La activacién del gen TH por BDNF se antagoniza selectivamente por sefiales
evocadas de Ca2 + a través de los receptores NMDA {Fukuchi, 2010 #3709}. La participacién de la
TH en los efectos ADs de BDNF necesita mas investigacion.

4.2.2. VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) pertenece a un grupo de proteinas de
sefializacion implicadas en la regulacién de la angiogénesis fisiolégica y patoldgica. Durante los
ultimos afios, se ha sugerido un papel importante del VEGF en la depresion, dando lugar a la
"hipotesis vascular de la neurogénesis adulta"{Palmer, 2000 #3226}.

VEGF fue aislado como un factor de permeabilidad vascular (VPF) (Senger DR et al. 1983). La
familia VEGF consta de seis miembros con un alto grado de homologia, VEGF A (VEGF), VEGF B,
VEGF C, VEGF D, VEGF E y el factor de crecimiento placentario (PIGF). Se han identificado cuatro
variantes de VEGF-A: VEGF1ss, VEGF164, VEGF120, y VEGF115. Las isoformas VEGF120y VEGF164son las
predominantes en cerebro {Warner-Schmidt, 2008 #3712}.

VEGF es el factor angiogénico mas importante en el desarrollo {Ferrara, 2003 #3337}, en la

angiogénesis patoldgica {Plate, 1992 #3230;Lafuente, 1999 #3243;Lafuente, 2007 #3244;Marti,
2000 #3317} y también en la permeabilidad vascular {Dvorak, 2006 #3318}. El papel de VEGF en el
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tejido nervioso es mucho mas extenso, adquiriendo cada vez mas relevancia a medida que se
conocen mejor sus propiedades neuroprotectoras, neurotréficas y neurogénicas {Jin, 2002
#3235;Storkebaum, 2005 #3335}

4.2.2.1. Regulacion de la expresion de VEGF

VEGF es sintetizado por muchos tipos de células incluidos los astrocitos y las células madre
neuronales. La expresion de VEGF esta regulada por una serie de mecanismos, entre los que la
hipoxia parece ser el mas importante {Brockington, 2004 #3240}; pero el estrés celular inducido,
por ejemplo, por la hipoglucemia o la acidosis o el estrés oxidativo, puede ser otros activadores de
la expresion de VEGF {Zhang, 2000 #3336}.

4.2.2.2. Receptores VEGF

Los principales receptores para VEGF son los receptores tirosinaa cinasa VEGFR-1 (Flt-1) y
VEGFR-2 (Flk-1/KDR) {Ferrara, 2003 #3337;Xie, 2004 #3339}. El VEGFR-2 media casi todas las
respuestas celulares conocidas de VEGF, incluyendo el aumento de la permeabilidad vascular, una
accion mitogénica y angiogénica {Shalaby, 1995 #3341}. En el sistema nervioso VEGFR2 participa
en la estimulacion de la proliferacion, la migracién y la supervivencia de diferentes tipos de células
nerviosas inducido por el VEGF {Ruiz de Almodovar, 2009 #3342}. Por otro lado, se cree que el
VEGFR-1 regula negativamente la angiogénesis, evitando la unién del VEGF al receptor VEGFR-2,
{Fong, 1999 #3343}.

Se ha descrito también, que el VEGF se une a receptores no tirosina cinasa como la neurofilina-
1 (NP-1) y la neurofilina-2 (NP-2), que pueden estar involucrados en la orientaciéon del axén
{Neufeld, 2002 #3345}. La coexpresion de los receptores VEGFR-2 y NP-1 aumenta la union de
VEGF a los receptores VEGFR-2 y la quimiotaxis mediada por VEGF {Soker, 1998 #3346}. Se ha
descrito también, un papel neuroprotector para VEGF, que esta mediado predominantemente por el
receptor VEGFR-2 {Storkebaum, 2004 #3348} el cual opera a través de las rutas de PI3/Akt y de
MEK/ERK {Kaya, 2005 #3383;Wick, 2002 #3365}.

4.2.2.3. Transduccion de la seiial intracelular de VEGF

El VEGF interactia con un dominio extracelular del receptor e induce la fosforilacién de
residuos intracelulares del mismo. Se requieren ambos receptores (VEGFR-1, VEGFR-2) para la
angiogénesis normal, aunque la sefializacién por el receptor VEGFR2 prevalece en el sistema
nervioso {Brockington, 2004 #3240;Quinn, 1993 #3316}.

En las células endoteliales, la activaciéon del receptor VEGFR-2 induce la fosforilacién de un
residuo de tirosina, el Tyr1175, que una vez fosforilado se une a la fosfolipasa Cc (PLCC) e
incrementa la concentracion intracelular de diacilglicerol (DAG) y calcio que activan la proteina
cinasa C (PKC). La PKC activa la sefal extracelular-cinasal/2 (ERK1/2) regulada por las proteinas
Ras y Raf-1 {Brockington, 2004 #3240;0lsson, 2006 #3249;Zachary, 2003 #3247}. En neuronas la
estimulacién de VEGFR-2 activa las vias PLCc/MAPK, mientras que VEGFR-1 activa la via PI3K
{Brockington, 2004 #3240;0lsson, 2006 #3249;Ruiz de Almodovar, 2009 #3342;Zachary, 2003
#3247}

4.2.2.4. Papel de VEGF en la neurogénesis y plasticidad sinaptica

En el hipocampo adulto, la neurogénesis estd estrechamente relacionada con la angiogénesis.
VEGF cumple un papel crucial en el nicho neurovascular de células madre del hipocampo. La
administracién intracerebroventricular de VEGF estimula la neurogénesis en la SVZ y SGZ y mejora
el aprendizaje {Jin, 2002 #3321;Warner-Schmidt, 2007 #3214}, mientras que el silenciamiento de
VEGF en el hipocampo tiene efectos negativos en la neurogénesis y el aprendizaje {Cao, 2004
#3205},

Estudios reciente, indican que el VEGF participa en este cross-talk entre las células
endoteliales y los precursores neuronales en la SGZ. VEGF puede ejerce un efecto mitogénico
directo sobre células progenitoras neurales estimulando su proliferacién {Jin, 2002 #3321}. VEGF
puede promover efectos neurogénicos indirectamente por estimulacidn de la produccién de células
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endoteliales y la liberacion de factores neurotréficos clave por ejemplo, BDNF, bFGF o G-CSF
{Namiecinska, 2005 #3231;0gunshola, 2002 #3232;Ruiz de Almodovar, 2009 #3242}, o actuando
directamente sobre precursores neuronales a través de un mecanismo dependiente de Flk-1 {Jin,
2002 #3321;Maurer, 2003 #3237;Schanzer, 2004 #3238;Warner-Schmidt, 2007 #3214}. Por otra
parte el efecto neurogénico podria ser bloqueado eficazmente por el pretratamiento con SU5416,
un inhibidor del receptor de VEGF-Flk-1{Segi-Nishida, 2008 #3234}.

Tanto la irradiaciéon del giro dentado del hipocampo como en los modelos animales de
depresion por estrés se reduce la expresion de VEGF {Warner-Schmidt, 2008 #3229}, {Heine, 2004
#2512}, ambas situaciones se asocian con una disminucién de la proliferacién de células del
hipocampo. La disminucién de las células progenitoras responsables de la expresién de VEGF
parece subyacer en la reduccion de este factor {Warner-Schmidt, 2008 #3229}.

VEGF puede influenciar cambios a largo plazo en la eficacia sinaptica. El mecanismo de accién
del VEGF en la plasticidad sinaptica no se ha aclarado completamente pero estaria implicado en la
modulacién de la proteina cinasa Il (CaMKII) Ca2 + / calmodulina dependiente, CREB y mTOR
{Nowacka, 2012 #3714}.

4.2.2.5. Papel de VEGF en la etiopatogenia de la depresion

Numerosos estudios se han centrado en el papel de la disfuncién vascular en el desarrollo de
la depresion. Las enfermedades cerebrovasculares, incluyendo apoplejia, se asocian con una alta
incidencia de depresion {Alexopoulos, 1997 #3224}. En pacientes con depresion resistente al
tratamiento es muy frecuente encontrar una disminucién del flujo sanguineo cerebral y del
metabolismo en PFCx y en el hipocampo {Saxena, 2001 #3222;Videbech, 2001 #3223}. Debido a
que la disfuncién en la angiogénesis y la neurogénesis son caracteristicas comunes de la depresion,
el VEGF puede servir como un hilo conductor que conecta los cambios en la angiogénesis y la
neurogénesis con la fisiopatologia y el tratamiento del trastorno depresivo.

Estudios recientes sugieren que VEGF puede estar desregulado en el estrés (

Figura 4) y en la depresidn. El estrés crénico disminuye la expresién de VEGF en el hipocampo
{Bergstrom, 2008 #3221}. En animales, el bloqueo de la expresiéon de VEGF bloquea los efectos
beneficiosos de los ADs frente al stress, lo que sugiere, que, la sefializaciéon de VEGF es importante
en los efectos del estrés en el cerebro {Warner-Schmidt, 2008 #3712;Pitzer, 2003 #3220}. La
infusién intracerebroventricular de VEGF imita la accién de los ADs sobre varios paradigmas de
comportamiento (por ejemplo, la indefensién aprendida, la natacién forzada, o el NSF) {Warner-
Schmidt, 2007 #3214]}.

Estudios clinicos en pacientes deprimidos muestran que la concentraciéon de VEGF en suero
aumenta en algunos, pero no todos los estudios {Clark-Raymond, 2013 #3716}. Se han sugerido
que los niveles plasmaticos de VEGF pueden ser un valor predictor de la respuesta al tratamiento
en pacientes con trastornos del estado de animo {Halmai, 2013 #3218}. A pesar de que VEGF esta
ligado a trastornos psiquiatricos, no se ha podido demostrar si la concentraciéon de VEGF en suero
refleja su nivel en el sistema nervioso central {Elfving, 2010 #3217}. Finalmente, las variaciones
polimoérficas en el gen VEGF podrian contribuir a la susceptibilidad en el desarrollo de la depresién
resistente al tratamiento en pacientes {Viikki, 2010 #3216}.
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4.2.2.6. Papel de VEGF en el mecanismo de accion de los farmacos ADs

Diferentes farmacos ADs (incluyendo los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina y noradrenalina) aumentan la expresién de VEGF en el hipocampo (Tabla 5){Greene,
2009 #3215;Warner-Schmidt, 2007 #3214}. La actividad del sistema 5-HT afecta la expresion de
VEGF que a su vez media parcialmente la respuesta conductual a los fArmacos ADs {Tamburella,
2009 #3208;Warner-Schmidt, 2007 #3214}. Este efecto de VEGF esta mediado por la activacion de
su receptor, el FlIk-1{Boldrini, 2010 #3212;Warner-Schmidt, 2008 #3229}.

Tabla 5: Influencia de firmacos ADs en VEGF y el nivel de proteina VEGF en el hipocampo de rata en estudios
in vivo.

Prueba antidepresivo o Duracidon del .
. . Referencia
/Modelo VEGFR antagonista tratamiento
Fluoxetina (5 mg/kg i.p) 21 dfas Tniveles de proteina VEGF Greene el al (2009)
Sertralina (10mg/kg i.p)
Amiptriptilina (5 mg/kg b.i.d. i. 21 dfas Tniveles de proteina VEGF Greene el al (2009
CUS, NSF.FST ptrip (5 mg/kg : p (2009)
Venlafaxina (15 mg/kg b.i.d i.p
SU5416 (4 nM i.c.v) Antagonista VEGFR 14, Texpresion de RNAm de VEGF enla (
, Greene el al (2009)
SU1498 (4 nM i.c.v) 16,18y 20 dias bloquean el efecto de fluoxetina
Fluoxetina (5 mg/kgi.p) 14 dias SU5416 bloquea el efecto de Warner- Schmidt y
SU5416 (4 nM i.c.v) SU5416 8,10,12y 14 dias fluoxetinay desipramina Duman (2007)
LH, FST
Desipramina (10 mg/kgip) 6 dias T RNAm de VEGF en GCL Warner- Schmidt y
SU5416 (4 nM i.c.v) SU5416 3 dias Duman (2007)
NSF Desipramina (7.5 mg/kgip) 21dias SU5416 bloquea el efecto Warner- Schmidty
SU5416 (4 nM i.c.v) SU5416 12,15, 18y 21 dfas antidepresivo de desipramina Duman (2007)
cus Desipramina (7.5 mg/kgip) 28 dias SU5416 bloquea preferencia por ~ Warner- Schmidty
SU5416 (4 nM i.c.v) SUS416 28 dias sucrosa de desipramina Duman (2007)

CUS: estrés crénico leve impredecible, FST: test de natacién forzada, GCL: capa de las células granulares, LH: Indefensién
aprendida, NSF: test de supresion de la alimentacién por novedad. GCL: capa de las células granulares; LH: Indefensién
aprendida; NSF: test de supresién de la alimentacién por novedad

Tratamientos no farmacolégicos para la depresion, como el ejercicio {Fabel, 2003 #3204}, la
exposiciéon a ambientes enriquecidos {Cao, 2004 #3205} y la terapia electroconvulsiva {Newton,
2003 #3207} que aumentan la neurogénesis aumentan la expresiéon de VEGF en el hipocampo.

Por otro lado, el silenciamiento de VEGF en hipocampo {Lee, 2009 #3718}, o el uso de
antagonistas de su receptor Flk-1 bloquea su efecto antidepresivo y disminuye los marcadores de
células precursoras neuronales y neuronas inmaduras como doublecortin (DCX){Kiuchi, 2012
#3717}
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4.3. Vias intracelulares

4.3.1. Cascada del adenosin monofosfato ciclico (cAMP)

Todos los componentes en la via de sefializacién de cAMP se han implicado en la patofisiologia
de los trastornos de dnimo, asi como en la accion de farmacos ADs. Las modificaciones en varios
elementos de esta via, como las proteinas de G (Gs o Gi), adenilato ciclasa (AC), los niveles del
cAMP, la cinasa dependiente de AMPc (PKA) y el factor de transcripciéon (CREB), se han estudiado
tanto en células periféricas como en el cerebro post mortem en pacientes con trastornos afectivos,
tanto antes como después del tratamiento antidepresivo {Tardito, 2006 #3728;Mato, 2010 #3738}
{Gould, 2002 #3739} {Blendy, 2006 #3740}. Varios elementos a lo largo de esta via se han
identificado como objetivos potenciales para fairmacos ADs.

Tanto en células periféricas como en cerebro post mortem de pacientes con depresién mayor,
hay una reduccién de la actividad de adenil ciclasa (AC) en respuesta a forskolina {Menninger, 1997
#3741}, agonistas 2 adrenérgicos {Valdizan, 2003 #3742;Pandey, 1985 #3745;Extein, 1979
#3749;Halper, 1988 #3752;Mann, 1997 #3753;Mazzola-Pomietto, 1994 #3758} y agonistas a2-
adrenérgicos {Valdizan, 2010 #3764}. El tratamiento crénico con ADs produce aumento del nivel
de cAMP en hipocampo, corteza y estriado de rata, asi como en muestras post mortem de corteza
frontal humana proveniente de pacientes diagnosticados de depresion. La inyeccidn directa de
cAMP o la inhibicién de la degradacién de cAMP por Rolipram producen en animales un efecto
similar al efecto antidepresivo observado por tratamientos farmacolégicos en humanos {Zhang,
2009 #3770}. El tratamiento antidepresivo crénico en rata desensibiliza la respuesta de cAMP a los
receptores serotoninérgicos 5-HT1a y 5-HT4 {Pascual-Brazo, 2012 #2462;Vidal, 2009 #3775;Vidal,
2010 #3779} e hipersensibiliza la respuesta a receptores CB: mediada por la adenil ciclasa {Mato,
2010 #3738}.

El siguiente paso en la via de sefalizacidn es la activacion de la proteina cinasa dependiente de
cAMP (PKA) por el cAMP, la actividad PKA aumenta tras la administracién crénica de ADs {Nestler,
1989 #3780}. La PKA fosforila proteinas como el CREB, un factor de transcripciéon que regula la
expresion de varios genes implicados en neuroplasticidad, supervivencia celular y cogniciéon
{Shaywitz, 1999 #3781;Viola, 2000 #3782;Hardingham, 2001 #3783;Lonze, 2002 #3784;Carlezon,
2005 #3785}. CREB se ha implicado en el patofisiologia de la depresion mostrando tanto
respuestas conductuales como celulares a los ADs {Tardito, 2006 #3728;Blendy, 2006 #3740}. La
expresion hipocampal de CREB se reduce en respuesta al estrés {Alfonso, 2006 #3786;Morley-
Fletcher, 2011 #3787}. La terapia electroconvulsiva (ECS) o la terapia antidepresiva croénica, pero
no la aguda, aumentan los niveles de mARN, proteina y actividad de CREB, promoviendo la
fosforilacién de esta proteina, efectos dependientes del area y del fArmaco utilizado {Tardito, 2006
#3728;Morley-Fletcher, 2011 #3787;Dowlatshahi, 1999 #3788;0dagaki, 2001 #3789;Yamada,
2003 #3790;Laifenfeld, 2005 #3791}.

Por lo tanto, el aumento de los niveles de CREB fosforilado en el hipocampo esta vinculado al
comportamiento antidepresivo {Chen, 2001 #3159}, como se puede observar tras la
sobreexpresion de CREB en hipocampo mediada por virus, en modelos comportamentales de
depresion {Chen, 2001 #3159}. Por el contrario la sobreexpresion CREB en el nicleo accumbens o
amigdala, produce efectos pro depresivos {Wallace, 2004 #3792;Pliakas, 2001 #3793}. Por otro
lado, la disminucion de CREB en el nidcleo accumbens de ratones exhibe una respuesta
antidepresiva {Valverde, 2004 #3794}. Estudios en cerebro humano postmortem indican una
disminucién del nivel de proteina CREB en sujetos con antecedentes de depresién no tratados con
ADs, mientras que se observa un incremento del nivel de CREB en pacientes que tomaban algin
antidepresivo en el momento de la muerte {Dowlatshahi, 1998 #3795}. Estos resultados son
paralelos a estudios en fibroblastos humanos de pacientes con depresiéon mayor {Manier, 2002
#3796}. Entre los varios genes diana regulados por CREB, dos de los mas relevantes, son el BDNF y
el VEGF {Duman, 1999 #2508;Malberg, 2000 #2497;Nibuya, 1996 #3797;Perera, 2008 #3798}, el
papel de estos factores en la plasticidad, neurogénesis, depresiéon y efecto de los antidepresivos ha
sido ya comentada en secciones nateriores.
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4.3.2. Via de Wnt/f-Catenina.

Wnt (del inglés wingless) es una familia de moléculas de glicoproteinas extracelulares
secretadas a través de la via de -catenina, y al menos dos vias independientes de (3-catenina, la via
Wnt/Ca2+* y la via de polaridad celular planar (PCP) (Figura 5). Las proteinas Wnt tienen papeles
clave en muchos procesos fundamentales como el desarrollo embrionario, la diferenciacién, la
movilidad celular, la proliferacidon celular y la homeostasis del tejido adulto {Li, 2006 #3799};
{Patapoutian, 2000 #3800}. El papel de la via candnica [3-catenina en el desarrollo neural, a través
de la modulacién de la proliferacién y diferenciacién de las células madre neurales (NSC) se ha
demostrado claramente {Li, 2005 #3801}. Algunos de los procesos regulados por la actividad de la
via Wnt/ B-catenina, son la diferenciacién neural {Ciani, 2005 #3802}, la formaci6on del hipocampo
{Galceran, 2000 #3803;Zhou, 2004 #3804}, la morfogénesis dendritica {Yu, 2003 #3806;Gao, 2007
#3811}, la orientacidon axonal {Zaghetto, 2007 #3881;Purro, 2008 #1240}, y la formaciéon de
sinapsis {Bamji, 2003 #3482}. Por otra parte, también juega un papel importante en el aprendizaje
espacial {Hernandez, 2002 #3895} y la memoria, incluyendo la potenciacién a largo plazo (LTP).
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Figura 5.- Vias de sefializacion de wnt: Cuando la via esta activada, Wnt forma un complejo con el
receptor frizzled (Fz) y LRP5/6; B-catenina se disocia de una serie de cofactores (APC, Axin y GSK3p),
impidiendo asi su fosforilacién. Los cofactores Axin, Fratl y Dsh provocan una inhibicion en la enzima
glicogeno-sintasa-cinasa 3 (GSK3p), lo que permite alcanzar un nivel estable de $-catenina en el citosol, que es
traslocada al niicleo, donde activa genes regulados por wnt. En la forma opuesta a la anterior, la proteina Fz no
estd unida al ligando Wnt y no se produce sefial de activacion. Los factores inhibidores Dkk y SOST pueden
lacoplarse a LRP5/6 y bloquear la sefial Wnt; en esta situacion, no se produce la inhibicion de GSK3B y B-
catenina es fosforilada (P) y transportada al proteosoma para su degradaciéon. APC: factor supresor
tumoral (adenomatous polyposiscoli tumor). Via canénica de wnt en verde, calcio en rosa, pcp en naranja, otras
vias no canénicas en gris.

En ausencia de sefializacién de Wnt (Figura 6), la funcién de B-catenina es bloqueada por un
complejo Axin, poliposis adenomatosa coli (APC), glicogeno sintasa cinasa-3f (GSK-3f) y caseina
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cinasa 1a (CK1a) {Yost, 1996 #3896}, que fosforila 3-catenina para su destruccién en el proteasoma
{Aberle, 1997 #3484}; {Li, 1999 #3897}. La unién de las proteinas Wnt a los receptores de Frizzled
(Fz) y alas lipoproteinas de baja densidad relacionadas con el receptor (LRP5/6), recluta y fosforila
la cola citoplasmatica de LRP5/6, siendo esta modificacion necesaria para la estabilizacion
citoplasmatica de B-catenina. Esta fosforilacién de LRP es mediada por CKI y GSK3p, las mismas
cinasas que actian en el complejo de degradacién de (B-catenina, por la destrucciéon del complejo
Axin/APC/GSK-3B. GSK-3B8 que fosforila [-catenina en el extremo amino terminal (Nt),
etiquetandola asi para su degradacion. Asi, la inhibicién de GSK-3f bloquea la degradacion de la §3-
catenina, lo que permite la acumulacion de -catenina en el citoplasma y su posterior translocacion
al nucleo, que es esencial para la via candnica de Wnt {Logan, 2004 #3898}.

Una vez en el ndcleo, B-catenina forma un complejo con los factores de transcripcién de
células T/ y potenciador linfoide (TCF/LEF) y coactivadores , tales como Bcl-9 y Pygopus (Pygo),
para inducir la expresion de genes diana de Wnt. Los factores de transcripcion TCF/LEF estan
ligados a Groucho, proteina que produce efectos represivos {Logan, 2004 #3898}. B-catenina
nuclear promueve el desplazamiento de Groucho y la unién a la proteina de histona acetilasa cAMP
en respuesta a CREB, activando la maquinaria de transcripcién {Logan, 2004 #3898;Jope, 2002
#3905}

Ademas de la via de sefializacién dependiente de (-catenina, existen al menos dos vias de
sefalizacion Wnt (-catenina-independientes (Figura 5). La via Wnt-Ca2* activa la proteina cinasa
calcio/calmodulina-dependiente tipo I (CaMKII) y proteina cinasa C (PKC). Esto ocurre a través del
acoplamiento a una proteina G e incluye la activacion de fosfolipasa C (PLC). Esta via, induce la
migracion celular e inhibe la via dependiente de 3-catenina. La otra via principal de Wnt es la via de
PCP, que regula la movilidad celular y la polaridad tisular; implica la activacién de Rho y Rac
GTPasas, Rho-cinasa (ROCK) y c-Jun N-terminal cinasa (JNK). Como en el caso de la via Wnt/Ca?*, la
via de PCP también inhibe la via de sefializacién de Wnt/f3-catenina. Tanto la via de PCP como la
canodnica de Wnt/f-catenina son promovidas por la unién de R-Spondins a los leucine-rich repeat-
conteniendo, G receptores (Lgr), Lgr4, Lgr5y Lgr6. {Li, 2005 #3477}.

A OFF B ON
LRP5/6 LRP5/6
Frizzled Frizzled
COR T
Axin_ g
g’i i!enin )
C\ f-catenin .
& D oD
PRSI S
// HDAC \\ °® // (_ B-catenin )
- @ \\ > (B-catenin ) \\
TCE TCE| *
l/ Wht responsive gene \ l/ Wht responsive gene \

Figura 6. Sefializacién de Wnt/f-catenina (A) en ausencia de Wnt, -catenina citoplasmatica forma un
complejo con Axin, APC, GSK3f y CK1 y es fosforilado por CK1 (azul) y posteriormente por GSK3 (amarillo).
Fosforilada b-catenina es reconocido por el E3 ubiquitina ligasa b-Trcp, que dirige a B-catenina para
degradacion proteosomal. Los genes blanco de Wnt estan reprimidos por TVC-TLE/Groucho y las histonas
deacetilasas (HDAC). (B) en presencia de ligandos Wnt, se forma un complejo entre el receptor Fz y LRP5/6.
Reclutando de DVL por Fz que lleva a fosforilacion LRP5/6 y al reclutamiento de Axin. Esto interrumpe la
fosforilacion mediada por Axin o degradaciéon de B-catenina, permitiendo que B-catenina se acumule en el
nucleo donde sirve como del activador de genes de respuesta a Wnt. Tomado de {MacDonald, 2009 #3903}.

4.3.2.1. Ligandos WNT, receptores y co-receptores
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El nombre wnt deriva del gen de Drosophila Wingless, y el oncogene de mamifero Int-1. En
1982 Nusse y Varmus descubrieron el oncogén int-1 que inducia tumores mamarios por el virus
tumoral MMTV (Mouse Mammary Tumour Virus). Posteriormente se identificaron otros oncogenes
denominados int-2 e int-3, todos ellos codifican polipéptidos secretados. Estos oncogenes son
similares al gen wingless (Wg) de Drosophila melanogaster {Rijsewijk, 1987 #3906}. Ante la
similitud de estos genes se denominé a este nuevo grupo de genes Wnt. de wingless-type MMTV
integratio type site (int-1) {Nusse, 1991 #3909}.

En general, todos los genes Wnt codifican un grupo de glucoproteinas secretadas, de 350 a
400 aa, todas tienen entre 22 y 24 residuos de cisteina conservados y al menos un sitio de
glicosilacion. Las proteinas wnt estdn modificadas lipidicamente, siendo estos residuos lipidicos
muy importantes para su secrecion y sefializacion {Clevers, 2012 #3916}. Hasta la fecha se han
descubierto 19 proteinas diferentes que se denominan con nimeros y letras (Wnt-1/Int-1, Wnt-
2/Irp ; Wnt-2b/13; Wnt-3a; Wnt-4; Wnt-5a; Wnt-5b; Wnt-6; Wnt-7a; Wnt-7b; Wnt-8a/8d; Wnt-8b;
Wnt-9a/14; Wnt-9b/14b/15; Wnt-10a; Wnt-10b/12; Wnt-11). {Nusse, 1992 #3923;Miller, 2001
#3926;Katoh, 2002 #3927;Cadigan, 1997 #3931}. Las proteinas Wnts se clasificaron inicialmente
en dos grupos, basados en la habilidad para sefializar a través de (-catenina o de iniciar flujo de
calcio {van Gijn, 2002 #3934}. Wnt1, Wnt3a, Wnt7a y Wnt8 se unen al receptor Frizzled y a los co-
receptores LRP5/6, activando Wnt/-catenina {MacDonald, 2009 #3935}, Wnt4, Wnt5a y Wnt11 se
han identificado como miembros de de la via no-canonica que se unen a los co-receptores RTKs
{Green, 2008 #3936}. Sin embargo, la diferenciacion tradicional entre ligando canénico y no
canodnico parece no ser tan simple como se sefial6 inicialmente, y deben considerarse mas aspectos.

Un receptor Wnt prototipico consta de siete dominios transmembrana acoplados a una
proteina G - Frizzled -(Fz). En su estructura posee un dominio rico en cisteina (CRD) que forma el
sitio de unién para ligandos Wnt y otros receptores de Wnt {Dann, 2001 #3937;Saldanha, 1998
#3941}. El C terminal tiene un motivo Lys-Thr-x-x-x-Trp asociado con la union y activacién de Dsh
{Umbhauer, 2000 #3961;Wong, 2003 #3964}. La interaccién de la Wnt-Fz se considera promiscua,
ya Wnt puede enlazar multiples proteinas Frizzled.

Ademas de Fz, se han descrito otras proteinas como co-receptores alternativos para la
sefalizacion por Wnt, como los receptores de la lipoproteina de baja densidad 5/6 (LRP5/6), y los
receptores de un solo dominio transmembrana tirosina-cinasa (RTKs) Ror1, Ror2 y Ryk, aumentan
la complejidad en la activacién de la sefializacién Wnt {Gordon, 2006 #3967;Hendrickx, 2008
#3968} {Clevers, 2012 #3916}

Dos clases de receptores que potencialmente afectan la via de PCP son ROR y strabismus (o
proteina Van Gogh). ROR2 tiene actividad tirosina cinasa {Nestler, 1989 #3780}. ROR2 tiene un
CRD parecido al sitio de unién de Wnt a los receptores Frizzled {Dowlatshahi, 1999 #3788;0dagaki,
2001 #3789}. Strabismus compite con Frizzled por el reclutamiento de DSH e interfiere con la
sefializacidn de 3-catenina para activar la via de PCP. La via canénica de Wnt, con Wnt- 1 y el bloque
de Wnt -3 unido a DSH, fomenta su asociacién con Frizzled. Wnt- 5a y Wnt- 11, sin embargo,
promueven la interaccién DSH con strabismus bloqueando su asociacién con Frizzled {Laifenfeld,
2005 #3791}.

La sefializacion de Wnt también secreta inhibidores o antagonistas , proteinas relacionadas
con Frizzled ( SFRPs ) y la proteina inhibidora de Wnt (WIF) que se unen a Wnt, y en el caso de
SFRPs , también a Fz, actuando as{ como antagonistas de Wnt, tanto para 3-catenina como para la
sefializacién no candnica. Hay dos clases distintas de inhibidores de Wnt, la familia Dickkopf (DKK)
y la familia de WISE/SOST. Las proteinas DKK son antagonistas de ligandos LRP5/6, considerados
inhibidores especificos de sefializaciéon de Wnt/B-catenina. Las proteinas Shisa representan una
familia distinta de antagonistas Wnt con funcién de proteinas trampa de Fz en el ER evitando que
Fz alcance la superficie celular e inhibiendo de esta manera la sefializacion celular auténoma de
Wnt. Norrina y R-espondina (RSPO) son dos familias de proteinas agonistas de la sefializacién Wnt
/B- catenina. (Revised in{MacDonald, 2009 #3969}.

4.3.2.2. B-catenina
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B-catenina, es el efector final de la via Wnt, es un factor de transcripcién compuesto de 781
aminoacidos, que presenta una parte central rigida formada por 12 repeticiones imperfectas de la
proteina Armadillo, dos segmentos flexibles dominios Nt y Ct y una hélice con una secuencia
conservada (Helix-C) en la parte N del dominio Ct, esto es necesario para la funcién de sefializacion
de [B-catenina, pero no para la unién de tipo estructural {Vaidya, 1999 #3990}. Las diferentes
proteinas que interactiian con la -catenina-caderinas, factores de transcripcién TCF/Lef o APC, se
unen a las repeticiones R3-R9 de Armadillo, en forma mutuamente exclusiva {Gulyas, 1999 #3994}.
La unién diferencial de B-catenina a diversos objetivos esta determinada por la conformacién de la
proteina {Rosel, 2004 #3995}: 1) la activacién de la via de Wnt genera una proteina -catenina
"cerrada” (con un pliegue Ct) que interactia con factores de transcripcion TCF en el nucleo; 2) la
dimerizaciéon de [-catenina "abierta" favorece la interaccién a caderinas en la membrana
{Wesolowska, 2010 #3996}; 3) la B-catenina "abierto” como un mondémero, puede interactuar tanto
con caderinas como con factores de transcripcion; 4) el extremo fosforilado Nt de -catenina genera
un "complejo de degradacion” (APC/Axin/GSK-33/CK1) degradandola en el proteasoma {Rosel,
2004 #3995}. También ha sido descrita una forma inactiva de (-catenina que puede aparecer
debido a la unién de esta proteina en un pequefio polipéptido llamado ICAT, que bloquea la uniéon
de B-catenina a caderinas o TCF {Wesolowska, 2007 #3997}.

4.3.2.2.1. Regulacion de los niveles de 3-catenina en citosol

En estado basal, B-catenina es constitutivamente degradada en el citoplasma, debido a la
fosforilacion que sufre y que la marca para su procesamiento en el proteasoma (Figura 7). Las
proteinas cinasas que participan en este proceso de fosforilacion son GSK3f y CKla. El proceso
secuencial de fosforilacion se inicia por CKla en la Ser45 de (3-catenina, y continda a través de
sucesivas fosforilaciones por GSK3f en los residuos Thr41, Ser37 y Ser33 en sentido carboxi-amino
terminal. La fosforilacién en serina 33 y 37 crea un sitio de unién para el E3 ubiquitina ligasa b-
Trcp, que conduce a la degradacion y ubiquitinacién {Liu, 2002 #3581;Amit, 2002 #4033}. Axina y
Dsh son esenciales para la fosforilacion inicial de -catenina en Ser45. Otras proteinas pueden
modificar los niveles citosolicos de -catenina modificando el complejo de degradacion, como es el
caso de APC, protein fosfatasas o AKT.

En el complejo de degradacién interviene también una fosfatasa que defosforila los
componentes de dicho complejo. La proteina fosfatas z2a (PP2a) defosforila a Dsh {Yokoyama, 2007
#4050} axina y APC, actuando en este caso como reguladora positiva al desestabilizarse el complejo
de degradacion {Ikeda, 2000 #4057}.
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Figura 7: Regulacién del complejo de ensamblaje Axin para la degradacién de -catenina. Los componentes
basicos del complejo Axin,--Axin, APC, GSK3f8 y CK1 — promueven de manera colectiva la fosforilacién de -
catenina para la degradacién mediante b-Trcp. Ademas de fosforilar B-catenina, GSK3f (en amarillo) y CK1
(en azul) también fosforilan Axin y APC mejorando la unién a (-catenina y la degradacién del complejo,
asegurando mayor fosforilacién de B-catenina. El recuadro ilustra la fosforilacién de la b-catenina (por CK1 y
GSK3p) y desfosforilacién (por PP2A). APC también puede actuar para prevenir la desfosforilacién PP2A de
B-catenina. APC facilita paradéjicamente la degradacion de Axin y vice versa (indicado por la linea punteada,
véase el texto). PP1 desfosforila Axin para antagonizar la fosforilacién CK1 y regula negativamente la uniéon
Axin GSK3, resultando en el desmontaje del complejo.
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La B-catenina fosforilada se libera del "complejo de destruccion”, es reconocida por 3-TrCP
presente en la maquinaria de ubiquitinacion y se liga al complejo Skp1/Cull/Fbox/b-TrCP (SCFb-
TrCP) E3 ubiquitina ligasa, donde -catenina es degradada por el proteosoma 26S {Taliaz, 2011
#4058}.

Wnt OFF

Whnt target gene Whnt target gene

NUCLEUS

Figura 7: Senalizacién de Wnt en el nucleo. En ausencia de sefial de Wnt, TCF ocupa y reprime sus genes diana,
ayudado por el co represor transcripcional Groucho. Con la sefializacién de Wnt, b-catenina reemplaza a
Groucho en su posicién con respecto a TCF y recluta coactivadores transcripcionales y modificadores de las
histonas como Brgl, CBP, Cdc47, Bcl9, y Pygopus orientando la expresion génica. Tomado de {Clevers, 2012
#4143}

4.3.2.2.2. Translocacién al nucleo de 3-catenina

Aunque B-catenina carece de cualquier sefial de localizacién nuclear (NLS) o de exportacién
nuclear (NES) en su secuencia, -catenina presenta diferentes mecanismos de translocacién al
nucleo. Uno de ellos es la interaccién del C-terminal de (-catenina con complejos de los poros
nucleares (NPCs) que median la importacién y exportacion de B-catenina nuclear {Wesolowska,
2008 #4116}

Una vez que [-catenina alcanza el nucleo puede activar la transcripcién génica de sus genes
diana. Entre los principales genes diana destacan ciclina D1, ¢-MYC y MMP-7 (Matrix
Metalloproteinase 7) entre otros (Tabla 6). La lista al completo puede consultarse en http://www-
leland.stanford.edu/~rnusse/WNTwindow.html.

En el nucleo, B-catenina no se une directamente a la hebra de ADN, sino que lo hace a través
de los factores transcripcionales LEF/TCF (Lymphocyte enhancer factor-1/ T-Cell Factor). En el
estado Wnt “apagado” TCFs interactian con represores transcripcionales de Groucho previniendo
de este modo la transcripcion génica (Figura 9); {Cavallo, 1998 #4117}; {Roose, 1998 #4118}. En el
estado “encendido” la asociaciéon de Wnt con B-catenina convierte a TCF transitoriamente en un
activador transcripcional de genes diana, con la modulacién adicional de la fosforilacion de TCF.
{Hikasa, 2010 #4119;Lee, 2009 #4120}

4.3.2.3 Axina
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Axina es una proteina de anclaje del complejo de degradacién de [-catenina. Su
fosforilacion es esencial para su estabilidad, siendo GSK3f responsable de dicha fosforilacion. En
humanos se conocen dos genes Axinal y Axina 2 o conductina (Figura 8), que a su vez es un gen
diana de la propia via WNT. Axinal es un componente constitutivo del complejo de degradacién de
[-catenina, ejerciendo un papel de regulador negativo de la via al mantener los niveles de -
catenina bajos en el citoplasma. Axina2 es un elemento de expresion inducible con un papel
inhibidor por retroalimentacién {Lustig, 2002 #4098}. Por otro lado, axina es capaz de moverse
entre el nicleo y el citoplasma gracias a sus secuencias NES y NLS (Nuclear Export Signal y Nuclear
Localization Signal) pudiendo regular la localizacion celular de B-catenina junto a APC, aunque
dados los bajos niveles de axina, la acumulacion de -catenina, puede llegar a sobrepasar los limites
de regulacion de axina {Cong, 2004 #4106}.

A Axinl Exon 8 spliced out (isoform b)
NLS NLS NES | NES NLS
Bomaiy RGS, . MID DIX
7 A— = 2 7 = 4 T
Exon [ | Exonl [Ex2|ex3] exa| Exs |exs| Ex7 | exg] Ex0 JExi0] |j
Binding pariner o=~ GSK3  Catonin S5n A DV
MEKK1 S Y
K1 Smad3
B Axin2 Exon 6 spliced out (isoform b)

Mutation hot spot

o 7 4 Z £ £z 7 4 £ VA V4 £
Exon || Bonl [E2]Ed || Bxs [exs| e ] &8 | B0 | Exio] U

Amino acid 81-- 200 327---=--=-- 413 ------ 476 761 —<~se 843
Domain PC GSK3 B Catenin DVL

Figura 8: Estructura Genémica de Axin. (A) Axinl estd compuesto de 10 exones. (B) Axin2 se compone de 10
exones que codifican para 843 amino acidos (aa). De la misma manera que con Axinl, las uniones de Axin2 son
APC (aa 81-200), GSK3p (aa 372-413), 3 catenin (aa 414-476), y Dsh (aa 761-843). Hasta el momento todas
las mutaciones encontradas en Axin2 estan localizadas en el exén7. APC, adenomatous polyposis coli; CKI,
casein kinase I; DVL, Dishevelled; GSK3, glycogen synthase kinase 3; MEKK1, mitogen activated
protein/extracellular regulated kinase kinase kinase 1; NES, nuclear export signal; NLS, nuclear localisation
signal; PP2A, protein phosphatase.

Axin actlia como regulador negativo dentro de la via de sefializacién de Wnt mediante la
reduccién de la cantidad de B-catenina disponible para la activacién transcripcional {Sakanaka,
1998 #4107}. En ausencia de sefial de Wnt se produce la fosforilaciéon de Axin mediada por GSK3B y
el enlace a APC y -catenina. La activacién de la sefial de Wnt es transducida por la proteina
citoplasmica Dishevelled (Dvl) {Li, 1999 #3897}. Dvl forma un complejo con Axin {Fagotto, 1999
#4108} e induce su desfosforilaciéon. Esto reduce la capacidad de Axin para formar complejos con
APC y [-catenina, deando como resultado la acumulacién de [-catenina y su activacién
transcripcional. La modulacién de este efecto via arriba es debido a la presencia de un sitio de
union PP2a en Axin {Hsu, 1999 #4109}. El complejo Axin PP2a muestra APC desfosforilado en sitios
previamente fosforilados por GSK3f3 y reduccién del nivel de 3-catenina {Ikeda, 2000 #4057}.

Tabla 6: Genes diana de -catenina, se definen como genes blanco o diana, a aquellos genes con sitios de unién a
Tcf que para los que esta union es importante.
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Gen

PPARdelta
c-jun

fra-1

MMP-7
Axin-2
Nr-CAM
ITF-2

BMP4
claudin-1
VEGF

FGF18

Met
endothelin-1
c-myc binding protein
L1 neural adhesion
1d2

Jagged
Nitric Oxide Synthase 2
Dickkopf
FGF9

FGF20
LGR5/GPR49
Sox9

Sox9

Sox17
Runx2
Gremlin
RANK ligand
CCN1/Cyr61
Sox2
Delta-like 1
MMP-26
snail
Fibronectin
Frizzled 7
Follistatin
Wnt3a
Fibronectin
Isletl

MMP2, MMP9
Siamois
fibronectin
BMP4
engrailed-2
Xnr3
connexin43
twin
connexin 30
retinoic acid recepto
dharma/bozozok
MITF /nacre
Brachyury
Proglucagon
Osteocalcin
Cdx1
cyclooxygenase-2
Irx3 and Six3
neurogenin 1
SP5

NeuroD1
Nkx2.2

Gbx2

A periostin
Cdx1

Cdx4
E-cadherin
Keratin
movol
Jagged1
P16ink4A
CTLA-4

A mBTEB2
versican
Tnfrsf19

Ubx
wingless
ADpp
Engrailed
Dfrizzled2
shavenbaby
stripe

Nemo
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oganismo
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
humano cancer de colon
células Hepg2
células tumoales
adenocarcinoma ovarico
células tumoales
Intestino
Intestino
mesenquima
tumoes
condrocitos
fibroblastos
Osteoblastos
Osteoblastos
Xenopus retina
somitas
humano
ES/EB
ES/EB
EC células
EC células, ovario
EC células
raton
células cardfacas
células T
Xenopus
Xenopus
Xenopus
Xenopus
Xenopus
Xenopus, raton
Xenopus
Xenopus
Xenopus
Zebrafish
Zebrafish
raton (Wnt-3A)
raton
raton
raton embryo
raton (Wnt-1)
raton brain
raton brain
raton brain
raton Brain
Tubo neural
Cresta neural
raton Wnt-3
raton Wnt-3A
raton Wnt-3A
ES/EB
raton hair follicle
raton hair follicle
raton hair follicle
Melanocytes
Melanoma
raton
células vasculares
mesodermo somitico
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila

Directo

si
si
si
si
si
si
si
si
si
si
si
?

si
si
si

si

si

si

si
si

si
si
si
si
si

si

si

si

si
si

si

Via
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba
arriba

arriba
arriba
abajo
arriba
arriba
arriba
abajo
arriba
arriba

arriba
arriba
arriba
arriba

arriba
arriba

arriba
arriba
abajo

arriba
arriba
arriba
arriba

arriba
arriba
arriba
arriba
abajo

arriba

arriba
arriba
arriba
abajo
arriba
abajo
arriba

abajo
arriba
arriba
arriba
abajo
arriba
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arriba
arriba
arriba o
arriba o
abajo
arriba
abajo
abajo
abajo
arriba

Referenc

He 1998
Tetsu 1999
Roose 1999
Hovanes, 2001
He TC, etal 1999
Mann B, 1999
Mann B, 1999
Crawfod 1999
Yan, 2001; Lustig, 2002; Jho, 2002
Conacci-Sorell 2002
Kolligs, 2002
Kim 2002
Miwa 2002
Zhang, 2001
Shimokawa 2003
Boon 2002
Kim 2004
Jung 2005
Gavert 2005
Rockman 2001
Rodilla, 2009
Du, 2006
Chamoro 2004
Hendrix, 2006
Chamoro 2004
Barker, 2007
Blache 2004
Hill, 2005; Day 2005; Yano, 2005
Du, 2009
Dong 2006
Klapholz-Brown 2007
Spencer 2006
Si, 2006
Van Raay, 2005
Galceran, 2004; Hofmann 2004
Marchenko 2002
Ten Berge 2008
Ten Berge 2008
Willert 2002
Willert 2002
Zhang 2009
De Langhe 2005
Lin 2007
Wu 2007
Brannon 1997
Gradl 1999
Baker 1999
McGrew 1999
McKendry 1997
van der Heyden 1999
Laurent 1997
McGrew 1999
McGrew 1999
Ryu 2001
2002
Yamaguchi 1999; Arnold 2000
Ni 2003
Kahler 2003
Pilon 2007
Howe 1999; Haertel-Wiesmann 2000
Braun 2003
Hirabayashi 2004
Weidinger 2005
Kuwabara 2009
Lei, 2006
Li, 2009
Haertel-Wiesmann 2000
Lickert 2000
Pilon, 2006
Ten Berge 2008
Dasgarribata 1999
Li, 2002
Estrach, 2006
Delmas, 2007
Shah 2008
Ziemer 2001
Rahmani 2005
Buttitta 2003
Riese 1997
Yu 1998
Yang, 2000
Hooper 1994
Cadigan 1998
Payre 1999
Piepenburg 2000
Zeng, 2004



Introduccion 26 Veronica Inés Vargas

4.3.2.4. Casein kinase 1a (CK1a)

CK1 es una de las cinasa responsable de la fosforilaciéon de -catenina. CK1 constituye una
familia de serina/treonina cinasas monomeéricas presentes en células eucariotas. En mamiferos se
han descrito hasta 7 componentes: «, 3, Y1, Y2, y3, 8 y €, cuyos dominios cinasa comparten una
identidad de entre el 53 y el 98%. El sitio de fosforilacién es pS/T-X-X-X-(S/T), siendo este ultimo
residuo el punto diana de fosforilaciéon. Cada una de las isoformas tiene diferentes proteinas diana,
y por tanto, diferentes efectos. En la via WNT, CK1e es un regulador positivo mientras que CKla
actua como regulador negativo. Sin embargo, existen datos de que otras isoformas puedan
participar en la fosforilacién de -catenina. Asi se ha descrito que tanto CK1a, como las isoformas ¢
y & pueden fosforilar 3-catenina en presencia de axina {Amit, 2002 #4033}. Por otra parte, CKle
puede fosforilar APC (regulando negativamente de la via, {Rubinfeld, 2001 #2562}) y Dsh con un
incremento de la sefializacion por B-catenina {Hino, 2003 #2563}; {Bryja, 2007 #2564}. Finalmente
CK1 a, y y € pueden fosforilar al correceptor LRP6, favoreciendo asi la activacion de la via {Zeng,
2005 #2565}.

4.3.2.5. Glycogen synthase kinase (GSK3)

GSK-3 (Glycogen synthase kinase) es una serina/treonina cinasa identificada en 1980 por
Embi [95]. En mamiferos se encuentran dos isoformas GSK-3, a (51 kDa) y B (47 kDa), Las cuales
estan codificadas por genes diferentes conocidos como gsk3a y gsk3f respectivamente. Ambas
isoformas se expresan de manera ubicua y funcionalmente redundante en diversas vias de
sefalizacidn incluyendo la via de Wnt/f-catenina {Watts, 2005 #4110}.

GSK-3f es uno de los moduladores negativos mas importantes de la sefializacion mediada
por Wnt, y junto con B-catenina, es fosforilado por numerosos factores de transcripcién {Vidal,
2010 #3779}, factor de activacion nuclear de células T (NFAT) {Zhang, 2009 #3770}, neurogenina 2
{Mato, 2010 #3738}, Smad1l {Nestler, 1989 #3780}, y c-Jun {Alfonso, 2006 #3786}, todos ellos
juegan un papel importante en la expresion génica, plasticidad neuronal y supervivencia celular
{Morley-Fletcher, 2011 #3787}. GSK-3 produce ademads la inhibicién de cAMP en respuesta a la
unién a CREB {Dowlatshahi, 1998 #3795}. Ademas de la expresion génica, GSK-33 esta implicada
en la morfogénesis celular a través de las regulacion de la actividad de varias proteinas asociadas a
microtubulos (MAPs) {Dowlatshahi, 1999 #3788}.

Las cinasas GSK-3 son constitutivamente activas, su actividad es regulada por el estado de
fosforilacion de residuos de serina y tirosinaa {Vidal, 2009 #3775}. La actividad disminuye con la
fosforilacién de Ser9 y aumenta por la fosforilacién de Tyr216. La regulacién de GSK-3f por
elementos de la via Wnt/[-catenina actia principalmente a través de dos mecanismos diferentes.
Uno es el modelo de inhibicién directa en el cual LRP5/6 inhibe GSK-3f via interaccién proteina-
proteina secuestrando su sustrato sin afectar la actividad cinasa per se {Yamada, 2003 #3790}. El
otro mecanismo regulador importante es el mediado por la inhibicién de GSK-3 que conduce a la
desestabilizacién y degradacion de Axin y resultando en estabilizaciéon de B-catenina {Odagaki,
2001 #3789}. Ademas, avances recientes indican que GSK-3 también desempefia un papel positivo
en la transduccién de sefiales Wnt por fosforilacién del receptor LRP5/6 {Yamada, 2003 #3790}. La
actividad de GSK-3f es regulada también mediante Akt, que es activado por direfentes moléculas
conocidas como PI3K y proteinas G, produciendo la inactivaciéon de GSK-3f por fosforilaciéon del
residuo de serina en el dominio Nt {Laifenfeld, 2005 #3791}.

4.3.2.6. APC

La proteina Adenomatous polyposis coli (APC) es un regulador negativo que controla la
concentraciéon de B-catenina. APC es una proteina con multiples dominios, codificada en el
cromosoma 5q21-22, capaz de interaccionar con moléculas tan diversas como los componentes de
la via WNT, microtdbulos, reguladores del citoesqueleto (EB1 y IQGAP1) o Asefl (factor
intercambiador de nucleétidos de guanina). APC es parte integral del mecanismo de sefializacion de
Wnt, pero también juega un papel de interés en la adhesion celular, estabilidad microtubular del
citoesqueleto, regulacién del ciclo celular y posiblemente en la apoptosis. Ademas de con (-
catenina, APC interacciona y es fosforilada por GSK3f en su region central, lo que a su vez permite
una mejor unién de APC a (-catenina {Fearnhead, 2001 #4111}. Para la regulacién de 3-catenina,
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APC construye un complejo con GSK-38 y Axin. Este complejo es capaz de unir 8 catenina en el
citoplasma que se fosforila por CK1 y GSK-3f etiquetando (-catenina para su degradacion. Axin
parece actuar como proteina de andamiaje en la formacidon de un complejo de multiproteinas con
APC B-catenina, para luego facilitar la fosforilacion de APC {Hart, 1998 #4112} y B-catenina {lkeda,
1998 #4113} por GSK3p. La fosforilacién de APC resulta en la union de 3-catenina {Rubinfeld, 1996
#4114} y resultando en el aumento de APC mediado por la fosforilaciéon de GSK3f y la subsecuente
degradacion de 3-catenina {Kawahara, 2000 #4115}

4.3.2.7. Papel de la via Wnt/3-catenina en la neurogénesis y la plasticidad

En el cerebro adulto la via de sefializacién candénica de Wnt/f-catenina modula el
funcionamiento neuronal, la neurogenesis, tanto en el hipocampo {Lie, 2005 #2318;Wexler, 2009
#3574} como en la zona subventricular {Adachi, 2007 #3575} y la plasticidad sinaptica. Su papel en
la conservacion de células madre, la maduracidon neuronal, la remodelacién axonal, la morfogénesis
dendritica y la homeostasis del tejido adulto esta bien descrito {Hussaini, 2014 #4156}.

En animales, los miembros de la via candénica de Wnt, Wnt3, B-catenina, GSK3f, sFRP3
(secreted frizzled related protein 3) y Dickkopf 1, estan involucrados en el desarrollo de nuevas
neuronas en el giro dentado del hipocampo {Jang, 2013 #4176;Lie, 2005 #2318;Llorens-Martin,
2013 #4182;Qu, 2010 #4184}.

d{ A ®
o 9 9
-
31 = @
Radial glia-like Intermedi New i New mature
stem cells progenitor cells neurons neurons
B wnts 1 + t+
Wnt7a t® 1t tt
B-catenin 44 t+* tt tt
GSK3g +H W W
sFRP3 H W W W
DKK1 W H W W

Figura 9: Resumen del papel de la sefalizacion de Wnt en la neurogénesis hipocampal adulta. (A) un diagrama
esquematico de la neurogénesis hipocampal adulta a través de la zona subgranular (SGZ) y la capa de células
granulares (GCL) del giro dentado. Una célula precursora activada pasa por distintas fases como
diferenciacion e integracion a un circuito de morfologia compleja. (B) el efecto de los distintos componentes
de la via de sefializacién candnica de Wnt se muestran a través de las diferentes etapas de la neurogénesis.
Tomado de{Hussaini, 2014 #4156}

En la dltima década se ha dilucidado el papel de la via Wnt en la mediacién de los distintos
pasos de la neurogénesis hippocampal adulta: autorrenovacién, proliferacién, diferenciacion,
maduracién e integracion neuronal {Qu, 2010 #4184}. La transicién entre la diferenciacién del
linaje y la auto renovacidn podria estar coordinada por la sefializacién Wnt a través de la activacion
de NeuroD1 {Kuwabara, 2009 #4185;Liu, 2000 #4186}. Se ha demostrado que GSK3f estaria
involucrado en la mediacion de la supervivencia y la apoptosis de precursores inmaduros {Fuster-
Matanzo, 2013 #4187} {Sirerol-Piquer, 2011 #4189}. Tanto (3-catenina como GSK3f participarian
en el desarrollo dendritico en neuronas adultas en vivo {Gao, 2007 #4188;Sirerol-Piquer, 2011
#4189}. GSK-3B podria regular la neurogénesis controlando los niveles de reguladores
transcripcionales involucrados en este proceso como f3-catenina en la via de Wnt {Dwivedi, 2006
#4190}, Gli en la via Shh {Dwivedi, 2006 #4190;Chen, 1999 #4191}, c-Myc en FGF {Gould, 2004
#4192} y la via de seiializaciéon de Notch {Li, 2004 #4194}. Ademas, la inhibiciéon de GSK-3
refuerza la supervivencia de NPCs de condiciones apoptdticas {Beaulieu, 2008 #4195},
neutralizando la eliminacién mediada por apoptosis de NPCs permitiéndoles de este modo madurar
y diferenciarse {Kaidanovich-Beilin, 2004 #4196}

Los integrantes de la via de sefializaciéon de Wnt se expresan en el giro dentado del hipocampo
adulto liberandose a partir de células madre neuronales y astrocitos, actuando de manera autécrina
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para regular la proliferaciéon. {Lie, 2005 #2318;Wexler, 2009 #3574}. La regulacién de la
expression de Wnt se acompafia de un cambio aparente en la neurogénesis, sugiriendo que la
sefalizacion via Wnt es uno de los principales reguladores de la neurogénesis hippocampal adulta
{Lie, 2005 #2318}. En la Figura 10 se muestra un resumen de la participacion de los componentes
de la via Wnt a través de cada etapa de la neurogénesis en el hipocampo adulto

4.3.2.8. Papel de la via Wnt /B-catenina en la etiopatogenia de la depresién

En estudios recientes tanto post-mortem como farmacolégicos, se ha descrito que, la
disfuncién de componentes de la via Wnt estaria involucrado en trastornos psiquiatricos como la
depresion, la esquizofrenia, el trastorno bipolar, el autismo yo la Enfermedad de Alzheimer
{Hussaini, 2014 #4156}. Se han identificado varios componentes de la via Wnt incluyendo GSK3f y
[-catenina como biomarcadores de salud neuropsiquiatrica.

Muestras de cerebro humano postmortem de suicidas diagnosticados de depresién presentan
disregulacién en la via Wnt con disminucién en la expresién -catenina y un incremento en la
actividad de GSK3f en PFCx {Karege, 2012 #4197}, aumentando del RNAm de (3-catenina en el
hipocampo {Oh, 2010 #4198}; {Karege, 2012 #4197}. La condiciéon de suicida no modifica la
expresion de -catenina en depresién mayor {Choi, 2009 #4199}.

En modelos animales de depresion, se ha observado una disminucién en la expresién de -
catenina {Son, 2012 #4232;Alme, 2007 #4233;Egan, 2003 #4234} (Tabla 7), en hipocampo
{Benedetti, 2004 #4358} y en PFCx medial (mPFCx) {Sen, 2003 #4368} en modelos animales
sometidos a estrés cronico.

Estudios recientes indican que la disminucién de la fosforilacién GSK3f se asocia con modelos
animales de depresion {Benedetti, 2004 #4358}. Ratones knockout para -catenina poseen un 50-
70% disminuida la expresion de la proteina en regiones del cerebro anterior. En cambio, otros
modelos animales de depresion, tales como de lesion cerebral traumatica leve (mTBI), muestran
una inhibicién de GSK3f, y por consiguiente un aumento en los niveles de -catenina en hipocampo
{Yu, 2012 #4370}. Esta inhibicion de GSK3f estd mediada por la activacion de la PKB y se asocia
con una accién anti-apoptdtica y neuroprotectora {Yu, 2012 #4370}, debido a la activacion de vias
de sefializacion relacionadas con la supervivencia celular y la expresion de factores neurotroficos,
angiogénicos, y de proteinas antiapoptoéticas como Bcl-2, etc. {Kocabas, 2011 #4371}.

La inhibicién de la actividad de GSK3p, tanto farmacolégica {Beaulieu, 2008 #4195;0'Brien,
2004 #4372}, como génica, resulta en un aumento en los niveles de (3-catenina en cerebro, asi como
un efecto antidepresivo y/o una disminucién de la ansiedad {Latapy, 2012 #4373}, segun lo
observado por la sobreexpresion directa de [-catenina en cerebro de ratén {Gould, 2007 #4202}.
La inhibicién de GSK3p por litio, un estabilizador del &nimo y regulador de la supervivencia celular
{Jope, 2002 #3905}, muestra eficacia de antidepresiva {Gould, 2004 #4192;Kaidanovich-Beilin,
2004 #3485;Jope, 2002 #3905;Klein, 1996 #3491;Wada, 2005 #3504}. La inhibicién de GSK-3f por
L803-mts revierte el comportamiento depresivo-like en animales, aumentando la expresion de f3-
catenina {Yu, 2012 #4370}. En contraste, ratones knock-in para GSK3f muestran altos niveles de 8-
catenina, una mayor susceptibilidad al estrés y una disminucién de la proliferacion celular en la
zona subgranular del giro dentado {Polter, 2010 #4374}. Este efecto se acompafiada de una
reduccidon de los niveles de VEGF, pero no asi de BDNF y de un descenso en la respuesta al
tratamiento con ADs {Eom, 2009 #4375}. Ademas, variaciones de SNP en la regién promotora de
GSK-3fB desempefian un papel protector en la apariciéon de la depresién, enfermedad bipolar
{Benedetti, 2004 #4358} y en una mayor respuesta antidepresiva {Benedetti, 2012 #4200} (ver
apartado 4.3.2.8.6)

La activacién de la via Wnt/-catenina se relaciona con sefales de pro-supervivencia que
pueden ser la base de esta respuesta {Bremner, 2000 #4376;Palmer, 2000 #3226}. Cultivos de
células precursoras neuronales provenientes del giro dentado de ratas adultas tratadas con
dexametasona (DEX), agonista del receptor de glucocorticoide (GR), muestran una reduccién de la
proliferacién celular que se correlaciona con una reduccién en la expresién de (-catenina y mRNA
nuclear de ciclina D1 {Alme, 2007 #4233}. Este resultado sugiere que GRs median reduccién en la
proliferacién celular asociada a modelos de estrés, actuando a través de la via Wnt/f3-catenina,
disminuyendo la fosforilacion de GSK-3f, y asi, promoviendo su estado activo, que resulta en un
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desplazamiento reducido de 3-catenina al nticleo {Ueda, 2005 #3203}. De lo contrario, la inhibicion
de la via de sefializacion de Wnt en animales sometidos a estrés cronico, o después de la
administracion de corticosterona en cultivos organotipicos, puede estar mediada por el aumento de
los inhibidores de Wnt/B-catenina Dickkopf:1 (Dkk-1) {Heine, 2005 #4377}. DKK-1 es un péptido
que se une a LRP5/6 y a las proteinas transmembrana Kremen-1 y -2, formando un complejo
ternario que es internalizado, bloqueando la cascada de sefializaciéon de Wnt/f3-catenina {Kiuchi,
2012 #3717}.

Tabla 7. Implicacion de la sefalizacién de las vias Wnt/B-catenina en conductas depresivas-like

MODELO DE . .
ESTRES DURACION ESTRUCT. PROLIF. Wnt/B-catenina FACTOR Referencia
CUS Cronica Hp {BrdU Ip-GSK-3B3/LB-catenina Liu,Dang etal 2012
i H
cus Cronica P 1Brdu Ip-GSK-3BSer9/IB-  — Garza, Guo etal 2012
Dexametasona 10uM 20min Hp(cp) catenina/Tp-GSK-313 Ser216
CMS Cronica Hp 1BrdU Longitud dendritica IBDNF  Blugeot Rivatetal 2011
é Estrés cronico Cronica Hp IBrdU KK1, IDCX, !Longitud dendritica Matrisciano, Busceti et al.
= Corticosterona 24hs Hp (co) TDKK1 2011
= MODELO
)<< FENOTIPO ESTRUCT. PROLIF. Wnt/B-catenina AUTORES
X GENETICO /
g 3-catenina KO Depresivo-like Procenséfalo {B-catenina Gao, Arlotta et al. 2007
= células
7 Depresivo-like ~ inmaduras de lLongitud de dendritas /! 3-catenina Gould, O'Donnell et al. 2008
&3] .
I~ 3-catenina KO hp
(a9
2]
a
E PATOLOGIA ESTRUCT. PROLIF. Wnt/B-catenina AUTORES
=
% MDD y MDD+suicidio PFCx Ip-GSK-313/1B-catenina Karege, Perroud et al. 2007
[ ImTOR/!p7086k/L Jernigan, Goswami et al.
= PFCx
% MDD elF4B/lp-elF4B 2011
= Sin cambios en p-GsK33/13-
= )
= MDD catenina/Dv1 Lamont, Stanwell et al 2005
jan)

Esquizofrénicos

Howell, Kutiyanawalla et al.
Esquizofrénicos PFCx IFlk1 2008

CUS: estrés crénico impredecible; CMS: estrés crénico leve; Hp: ipocampo; PFCx: cortex prefrontal; BrdU: 5-bromo-2'-deoxiuridina; ESTRUCT: estructura cerebral;
PROLIF: proliferacién; PLD1: fosfolipasa D1; Hp(cp): celulas progenitoras del hipocampo; Hp (co): Cultivo organotipico proveniente de hipocampo.

4.3.2.9. Papel de la via Wnt/3-catenina en el mecanismo de accion de los farmacos ADs

Evidencias clinicas y preclinicas sugieren, que componentes de la via de sefializacién de Wnt
podrian ser objetivos potenciales para el tratamiento eficaz de la depresién. Los mecanismos
moleculares y celulares subyacentes a la eficacia del tratamiento antidepresivo todavia permanecen
en gran parte confusos, la identificacién de nuevas dianas para el tratamiento de la depresién es un
importante reto en la actualidad.

GSK-3f8 y P-catenina son reguladas directa o indirectamente por litio, valproato, ADs y
antipsicéticos {Pascual-Brazo, 2012 #2462;Mostany, 2008 #2461;Liu, 2012 #4378;Beaulieu, 2008
#4195} (Tabla 8). En el hipocampo, la terapia electroconvulsiva o el tratamiento del litio estan
fuertemente ligados a inhibicién de GSK3[ y sobrerregulacién de (-catenina, la supresion de los
efectos proliferativos del litio conlleva inhibicién de 3-catenina, sugiriendo una correlacion entre la
via de Wnt y el efecto terapéutico del litio {Wexler, 2008 #4380}.

La via Wnt/B-catenina es activada por ADs clasicos como citalopram {Liu, 2012 #4378},
fluoxetina {Mostany, 2008 #2461}, venlafaxina {Mostany, 2008 #2461}, y el agonista parcial 5-HT4
{Pascual-Brazo, 2012 #2462}. Los ADs aumentan f-catenina tanto la proteina como el ARNm en la
zona subgranular (SGZ), el giro dentado (GD) y en el hipocampo, y tanto en la fraccién de
membrana como en la nuclear {Mostany, 2008 #2461;Madsen, 2003 #3430}. El aumento de la
proliferacién observada en la SGZ después del tratamiento antidepresivo crénico se localiza en
grupos de células que también muestran marcaje positivo para f-catenina {Pascual-Brazo, 2012
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#2462;Mostany, 2008 #2461}. El aumento de (-catenina en el hipocampo, se correlaciona con la
activacion de la via canénica de Wnt/B-catenina, y se asocia a un aumento en la proliferacién
celular hipocampal {Mostany, 2008 #2461;Pascual-Brazo, 2012 #2462;Garza, 2012 #4386}. Las
células con marcaje positivo para 3-catenina se localizan agrupadas en la SGZ del giro dentado del
hipocampo {Madsen, 2003 #3430;Mostany, 2008 #2461;Pascual-Brazo, 2012 #2462}. Tanto en
ANPs como en neuroblastos tipo 1 (NB1) {Pascual-Brazo, 2012 #2462}, poblaciones de células que
se multiplican también bajo tratamiento con ADs {Pascual-Brazo, 2012 #2462;Encinas, 2006

#2544},

Tabla 8 Cambios en la via de sefializacion de Wnt{B—catenina asociados a tratamientos antideEresivos

Factores
troficos

Farmaco

Duracién del
tratamiento

Estructura Proliferacion

Mensajeros
Secundarios

Referencia

Lucas, Rymar et al. 2007

Agonista 5-HT, 30 7dias Hp TBrdU T Akt/T B-catenina T BDNF/ TVEGF Tamburella, Micale et al. 2009
Pascual-Brazo, Castro etal. 2012
T Wnt2/Tp-GSK-3B/ T )
Venlafaxina 14/21 dias Hp TBrdU BB-catenina/ TAkt/T 0
ERK/ T NeuroD1
Fluoxetina 21 dias Hp 3 BT /XV:;'EZ//TTII\)IeiSrEDl Okamoto, Voleti et al. 2010
14 dias Hp TBrdU
: . . . 1T B-catenina/Tp-GSK-
Leptina Cult Garza, Guo etal. 2012
p 20 min u lvolfrlmarlo 33 Ser9/L p-GSK-33 arza, Guo eta
P Ser216
. . T Wnt2/Tp-GSK-33/1 3 Benedetti, Senetti et al. 2004

Citalopram 14/21 dias Hp catenina/T NeuroD1 Okamoto, Vet etal. 2010
Litio 48 hs CultivoHpgimario TBrdU Wexler, Geschwind et al. 2008
Litio + Desipramina 21 dias Hp TBrdU Sin (;e;n;b;)é:;_g;?’GSK- IBDNF O'Leary, Zandy et al. 2013
ileut(:;zzi:ii; 7 dias Hp T B-Cczt;en::;/ ™- T BDNF Pilar-Cuellar, Vidal et al. 2012

. ) . Tp-GSK-33/1 BB-
Clozapina/Haloperidol 14 dias catenina/TAkt
Litio/Ac.Valproico 30 dias PFCx Tp-GSK-33/TAkt Sutton and Rushlow. 2010
Fluoxetina/Imipramina 14 dias Tp-GSK-313/TAkt

Modelo Genético

Fenotipo

Estructura Proliferacion

Mensajeros
Secundarios

Factores
troficos

Referencia

Sobreexpresion de 3-
catenina

Antidepresivo-like Cerebro

T B-catenina

Gould, Einatetal. 2007

Actividad constitutiva
de B-catenina

Cultivo primario
Hp

TBrdU

Wexler, Geschwind et al. 2008

Hp: Hipocampo; PFCx: Cortex prefrontal; BrdU: 5-bromo-2'-deoxiuridina

En otras areas del cerebro (PFCx, estriado), el tratamiento crénico con farmacos ADs como la
imipramina, ADs triciclicos o los ISRS como fluoxetina, no conducen a cambios en la expresion de 3-
catenina, en contraste con lo observado con farmacos antipsicéticos {Yu, 2013 #4381} que la
incrementa o la cocaina que la disminuye {Peltier, 2007 #4382}. La expresién de (-catenina en
estas dreas muestra un incremento region-especifico mediado por catecolaminas e involucrando un
efecto antidepresivo. Ratones transgénicos que sobre-expresaban (3-catenina en diversas areas del
cerebro como el cerebelo, cuerpo estriado, hipocampo y PFCx demostraron estabilizacién en el
humor efecto similar al observado tras la administracién de litio {Gould, 2002 #3739}.

Actualmente, la regulacion de la via de sefializaciéon de Wnt, a nivel de GSK3f y del receptor
frizzled han sido implicados en las acciones de los ADs {Okamoto, 2010 #4387}. El tratamiento
antidepresivo incluyendo ISRS, IRSN crénico pero no el agudo, la terapia electroconvulsiva
aumentan la expresion de Wnt2 y Wnt3a en el hipocampo, lo que resulta en una mayor fosforilacion
de GSK3f {Benedetti, 2012 #4200;Yu, 2013 #4381}. El aumento en la expresién de Wnt3a
promueve la neurogénesis hipocampal en adulto {Lie, 2005 #2318}. Por otra parte, la expresién
viral de Wnt2 en el hipocampo produce una respuesta antidepresiva {Mathew, 2005 #4383}. Otras
proteinas Wnt-Fz, incluyendo Wnt7b, Fz9, FzB, y Dvl, asi como el factor de transcripcidon- 15
(Tcf15), TcfL1, y el factor de unién de proteina linfoide 1 (Lefl), estan regulados diferencialmente
por los ADs {Mathew, 2005 #4383}. (Tabla 8).
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Actualmente el efecto antidepresivo de los antagonistas de la via Wnt como sFRP3 y DKK1 es
motivo de estudio. El tratamiento crdonico con fluoxetina redujo significativamente la expresion de
la proteina sFRP3 en el giro dentado y mejora el comportamiento y el estado de &nimo en ratones
{Jang, 2013 #4176}. El antagonista de la via de Wnt, DKK1, también ha emergido como un actor
importante en la mediacion del comportamiento depresivo especialmente durante el
envejecimiento

4.3.2.10. Implicacion de polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) en la via Wnt/B-catenina y
la depresion

El trastorno depresivo mayor el trastorno bipolar y las distimias, forma parte del grupo de
enfermedades denominadas genéticamente complejas, en las que tanto los factores genéticos como
los ambientales juegan un papel fundamental en su etiopatogenia.

El componente genético de estas enfermedades ha sido identificado a partir de estudios de
familia, de gemelos o de adopcién. Las enfermedades complejas, aunque tienen una base genética,
no siguen el patrén clasico de herencia mendeliana.

Se considera que el modelo del umbral de susceptibilidad serfa uno de los que mejor
explicarian la transmision de estas enfermedades genéticamente complejas. Este modelo asume
que la variable “susceptibilidad para desarrollar la enfermedad” se distribuye de forma continua en
la poblacién, de tal manera que so6lo aquellos individuos que sobrepasen un determinado umbral
manifestaran el trastorno. Se hipotetiza que en la base de esta herencia compleja estarian
involucrados una serie de genes de efecto menor cuya expresion podria estar modulada por un
gran numero de factores ambientales.

El andlisis de asociaciéon genética representa una alternativa a los estudios de ligamiento
(herencia mendeliana) y una de las mejores estrategias para la identificacién de genes responsables
de enfermedades genéticamente complejas, en las que no existe ningin modelo de herencia
conocido, y donde probablemente estan involucrados numerosos genes de efecto menor.

El disefio clasico de este tipo de andlisis corresponde al de un estudio caso-control en el que se
compara la frecuencia de un posible alelo de riesgo de un gen candidato en personas afectadas por
una misma enfermedad y no emparentadas (grupo caso), con la frecuencia observada en individuos
sanos del mismo grupo étnico (grupo control). Si el factor de riesgo analizado se encuentra con mas
frecuencia en el grupo de casos que en el de controles, existe una asociacién entre el factor y la
enfermedad. Es decir, la exposicidon o presencia a este factor incrementa el riesgo o la
susceptibilidad para padecer la enfermedad.

4.3.2.10.1 AKT1

Aunque AKT1 no forma parte estrictamente de la via Wnt/B-catenina, es un regulador
importante de los niveles celulares de 3-catenina, por lo tanto SNP de este gen pueden modular los
niveles de expresion de B-catenina y participar en la etiopatogenia de enfermedades psiquiatricas,

El gen AKT1 fue el primero en asociarse con esquizofrenia Emamian et al (2004), quienes
encontraron una asociacién entre el SNP rs3730358 y la esquizofrenia. Ademas, describieron un
haplotipo de tres SNP (alelos T-C-G del rs1130214, rs3730358 y rs1130233 respectivamente) que
se sobretransmitian en la esquizofrenia. El haplotipo se conforma principalmente por dos alelos: el
alelo T en rs1130214 y el alelo A en rs1130233. Estos dos alelos se han asociado con la
esquizofrenia en tres estudios diferentes, todos realizados en sujetos con ascendencia europea
{Emamian, 2004 #97;Thiselton, 2008 #103}; {Schwab, 2005 #106}.

Otras asociaciones que involucran SNPs y haplotipos de AKT1 han sido descritos en diferentes
étnias {Thiselton, 2008 #103;Norton, 2007 #102;lkeda, 2004 #101;Bajestan, 2006 #99}, aunque no
siempre se pudieron replicar los resultados {Ohtsuki, 2004 #4393;Ide, 2006 #4394}

Recientemente, {Thiselton, 2008 #103} se sugirié que el efecto potencial del SNP rs1130214
es debido a su posicién en una regién promotora susceptible de modificar la expresién del gen. El
alelo T se encuentra dentro de un grupo de sitios potencialmente funcionales de unién de STAT3 y
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podria abolir una secuencia consenso para un sitio de unién de factor de transcripcion, y
potencialmente modificar la expresién de AKT1{Park, 2005 #107}.

No obstante, es intrigante que el alelo T estd implicado en dos haplotipos de diferentes
direcciones (TCG y TTA). El segundo alelo interesante en el haplotipo TTA es el alelo A
(rs1130233), un alelo localizado en el exén 11, que causa una mutacién no sindénima en la
expresion AKT1. En un estudio reciente, {Tan, 2008 #95} han demostrado que el alelo A se asoci6
con factores de deterioro cognitivo, reducciéon de volumen de materia gris, reducciéon de la
expresion de AKT1 en los linfocitos y finalmente con riesgo de esquizofrenia. En sujetos iranies, el
alelo A también estaba presente en el unico haplotipo de riesgo significativo {Bajestan, 2006 #99}.

En relacion a la depresidn, sélo se ha publicado que el alelo A del SNP, rs3730358 se asocia a
un debut tardio de la depresiéon mayor en brasilefios{Pereira, 2014 #5384}.

4.3.2.10.2. Axin

Axinl y su homologo Axin2 regulan negativamente la via candnica de Wnt mediante la
degradacidon de 3-catenina {Kikuchi, 2000 #1272;Miller, 1999 #1273;Peifer, 2000 #1282}..

Un estudio de genotipado masivo de polimorfismos de nucleétido tinico tanto de Axinl como
de Axin2 en depresion mayor se ha realixado por el Consorcio Psiquiatrico GWAS (PGC)
reunificando 9 estudios GWAS. La muestra total incluyé 9.240 casos de depresién y 9.519 controles
todos de ascendencia europea con datos sobre ~ 1.2M SNPs, sin observarse una asociacién
estadisticamente significativa {Ripke, 2013 #1570}.

Axin1-rs214250-

Debido a la importancia que la activacion de la via de sefializacién de Wnt posee en varios
tipos de carcinoma, se hipotetizd que el gen Axinl podria encontrarse mutado y ser responsable de
su activacion. Axin1, codifica la proteina Axina-1 parte integrante del complejo de destrucién de §3-
catenina, con una elevada frecuencia de mutaciones (81,8%) identificada en ATC {Kurihara, 2004
#1310}. Ademas se han identificado mutaciones en Axinl en carcinoma hepatocelular {Ishizaki,
2004 #4410}, hepatoblastomas {Taniguchi, 2002 #1474}, meduloblastoma cerebelar {Dahmen,
2001 #1475} y adenocarcinoma endometrial {Wu, 2001 #4413}.

Axin2-rs7210356, rs3923086-

Recientemente, se observo una pérdida especifica del 64% de heterozigosidad en Axin2 en el
cancer epitelial de ovario{Notaridou, 2011 #4414}. Varios polimorfismos localizados en Axin2 han
mostrado estar implicados en procesos de proliferaciéon celular y ser factores de riesgo de
diferentes tipos de cancer, aunque no se han obtenido datos positivos en enfermedades
psiquidtricas, Entre los distintos SNP implicados, el rs7210356 y rs3923086 han sido implicados en
alteracion de células madre y se asociaron con un mayor riesgo de cincer de mama {Wang, 2008
#1537}
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4.3.2.10.3. CTNNB1 (-catenina)

Las mutaciones patogénicas que aparecen en el gen CTNNB1, localizado en el locus 3p21 y que
codifica B-catenina, modifican los residuos de serina y treonina o los residuos adyacentes de su
dominio regulador, codificados por el exén 3. De esta manera, se ve afectada su unién al complejo
de degradacién, aumentando la acumulacién de la proteina en el citoplasma {Gumbiner, 1995
#1574;0rford, 1997 #4420}, lo que produce una mayor translocaciéon hacia el nucleo. En esta
localizacion es donde ejerce su funcién transcriptora, facilitAndose la sobreexpresiéon génica que
aumenta la proliferacion celular y el crecimiento de la célula, desempefiando un importante papel
en la formacion de varios tipos de tumors {Gumbiner, 1995 #1574}.

La gran mayoria de mutaciones registradas en el gen CTNNB1 son heterocigotas, de tipo
“missense” y se localizan en el exon 3. Estas alteraciones estdn involucradas en la patogénesis de
multitud de tumores entre los que se encuentran el carcinoma de colon {Morin, 1997 #1861} y los
canceres de naturaleza ginecoldgica en donde se han registrado mutaciones entre un 20 y un 40%,
dependiendo del tipo tumoral {Kobayashi, 1999 #1864;Palacios, 1998 #1865}. No obstante,
muchos estudios inmunohistoquimicos de -catenina, muestran patrones alterados de localizacion
de la proteina en el compartimento citoplasmatico que no se relacionan con las mutaciones
encontradas en esta region {Kobayashi, 1999 #1864;Palacios, 1998 #1865;Machin, 2002 #1866}, lo
que sugiere que el proceso tumorigénico relacionado con B-catenina no se conoce totalmente.
Teniendo en cuenta que los genes regulados por B-catenina, son genes de proliferacidon en células
con capacidad de division, se han estudiado ampliamente por su implicaciéon directa
principalemente en algunos tipos de cancer. Con respecto a patologias psiquiatricas se
seleccionaron SNPs de f3-catenina, entre ellos las variantes genéticas incluidas en este trabajo, como
integrantes de un locus con susceptibilidad para trastorno bipolar {, 2011 #4425;Liu, 2011 #5389}.

4.3.2.10.4. DAAM2

El gen activador de la morfogénesis humana asociado a Disheveled 2 (DAAM2) se caracterizé
en 2003 por primera vez. DAAM2 es una de las moléculas clave de la via Wnt / PCP cuyo gen se
localiza en el cromosoma 6p21.2 que comprende 27 exones {Katoh, 2003 #4426}. Aunque DAAM2
es sospechoso de desempefiar un papel en las células madre embrionaria, la migraciéon celular, y
cierta malignidad, no se conoce en detalle independientemente de que se ha afirmado clinicamente
importante {Brandenberger, 2004 #4427;Zeng, 2007 #4428}.

Un estudio realizado en 2008 en el cual se analizé la expresiéon de genes en sangre de
pacientes con esquizofrenia durante el primer episodio psicdtico y su posterior remision, se
encontr6 un incremento de la expresion de DAAM2 (P<0.001), modificindose esta expresion con el
transcurso de la enfermedad. Teniendo en cuenta que DAAM2 se ha descrito como alterado en
pacientes psicéticos estudiamos dos SNPs que cubrieron los criterios de selecciéon para este gen:
rs3004067 y rs6937133 {Kuzman, 2009 #2038}.

4.3.2.10.5. DKK4

Este gen codifica una proteina que es miembro de la familia Dickkopf. La proteina secretada
contiene dos regiones ricas en cisteina y esta implicada en el desarrollo embrionario a través de sus
interacciones con la via de sefializaciéon de Wnt. La actividad de esta proteina es modulada por la
unioén al co-receptor de Wnt y el co-factor de Kremen 2.

En los ultimos afios, muchos estudios han identificado una serie de genes como posibles
responsables de los principales trastornos neuropsiquiatricos y otras enfermedades humanas
graves, como el cancer, que se encuentran en el cromosoma 8p, entre ellos DKK4.

Aunque el cromosoma 8p no mostr6 pruebas de la asociacién en estudios de exploracién de
todo el genoma en esquizofrenia y trastorno bipolar. Dos estudios de ligamiento de todo el genoma
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en muestras de familias de pacientes con un indice de dos o mas casos de aparicion temprana de
depresion mayor, presentaron una asociacidn positiva entre un historial de intentos de suicidio y
varias regiones cromosémicas, entre ellas en 8p11.2-p11.1 -DKK4-(D8S1145, 37,0 cm, 18,2 Mbps, P
<0.0001) {Zubenko, 2003 #2055;Zubenko, 2004 #2054}.

Un estudio de asociacién de 28 genes de la via de sefializaciéon de Wnt/ -catenina ha descrito
que la variaciéon polimoérfica en el gen DKK4 (DKK4) presenta asociacion con esquizofrenia {Proitsi,
2008 #2079}.

Curiosamente, el SNP, 1rs2073665 de DKK4 se encontr6 que estaba asociado
significativamente con el volumen del cerebro en 961 individuos esquizofrénicos vs sanos {Zhang,
2011 #2080}, fortaleciéndose asi la evidencia para una hipétesis del neurodesarrollo en la
esquizofrenia.

4.3.2.10.6. GSK3f3

La presencia de un polimorfismo de nucleétido inico (SNP) en la regién del promotor de
GSK3p (-50T/C; rs334558), alelo C se ha asociado a una reduccidn de su actividad {Benedetti, 2012
#4200} en respuesta a ADs {Karege, 2012 #4197;Gould, 2008 #4201} y menor recurrencia de la
enfermedad depresiva {Gould, 2007 #4202}. Los SNPs Rs12630592 y rs6438552 de GSK3(
también han sido asociados con cambios en los patrones estructurales como diferencias de
volumen de materia gris en hipocampo derecho y circunvoluciones temporales superiores
bilaterales y conductuales en pacientes deprimidos {Howell, 2011 #4203} El haplotipo que
contiene tres SNPs (rs334555, rs119258668 y rs11927974) se ha asociado con un inicio de la
enfermedad en edades tempranas {Karege, 2012 #4197;Gould, 2008 #4201;Sui, 2008 #4204};
{Chandran, 2013 #4205}. Los polimorfismos de GSK3f se encuentran asociados a variaciones
estructurales en el hipocampo. {Inkster, 2009 #2137} y a la respuesta terapéutica antidepresiva en
pacientes chinos con depresién {Tsai, 2008 #4228}.

4.3.2.10.7. WNT

WNT2b

Este gen codifica un factor de transcripcién muy conservado (MMTYV), se encuentra localizado
en el cromosoma 1p13.2.. En el caso de WNT2b, este gen se asocia tanto al desarrollo, asi como a
carcinogénesis humana.

En un estudio de genotipado masivo de genes candidatos para Trastorno Bipolar, de la via de
sefializacién de Wnt, seleccionados por su elevado nivel de expresién en cerebro y localizacién en
regiones cromosomicas. Teniendo en cuenta que estuvieran por estudios de ligamiento previos
implicados en el trastorno. Se detect6 la presencia de asociacién entre la patologia y los pacientes
con trastorno bipolar que tenian un alelo recesivo en rs3790606 de WNT2B {Zandi, 2008 #2317}.

WNT3

Estudios de expresion génica sugieren que este gen puede desempefiar un papel clave en
algunos casos de cancer de mama humano, rectal, pulmonar, y gastrico a través de la activaciéon de
la via de sefializacién Wnt-beta-catenina-TCF. Este gen esta agrupado con WNT15, otro miembro de
la familia, en la region del cromosoma 17q21.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto se seleccioné un SNP de WNT3 que cumpliera con los
criterios de selecciéon como posible target de asociacién, rs199494. Este SNP presenta ademas
asociacion en Parkinson {Liu, 2011 #4463}.

4.3.2.10.8. ZBED
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Axina, un modulador clave de la via Wnt/B-catenina, actia como un proteina de andamiaje en
la fosforilacién y la degradacion de la B-catenina citoplasmica. Proteinas Wnt canénicas parecen
estabilizar B-catenina mediante la induccién de la interaccion de LRP5 / 6 con Axina. Esta
interaccion requiere la fosforilacion de los residuos de Ser o Thr en los motivos PPPP (S / T) PX (T /
S) en el dominio intracelular de LRP5 / 6. Se ha identificado una nueva proteina que interactda con
Axina, CAMA zinc-finger 3 (Zbed3). La interaccidn se confirmé mediante co-inmunoprecipitaciéon en
células de mamifero y en ensayos in vitro. Se encontré que Zbed3 también contiene un motivo
PPPPSPT, que es crucial para su unién a Axina. Los residuos de Ser y Thr en el motivo parecen estar
también fosforilados por la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3f) y las cinasas de la familia de CKI.
Por lo que se indica a Zbed3 como una nueva proteina de unién a Axina implicada en la modulacién
de la sefializacién de Wnt / B-catenina {Chen, 2009 #2380}.

El gen ZBED3 se encuentra en el cromosoma 5q13.3 y actua como regulador de la activacion
de la via Wnt/ B-catenina estabilizando B-catenina en el citoplasma. Basandonos en estudios de
genotipado masivo que incluyo éste gen como posible target de asociacidon en diabetes de tipo II.
Seleccionamos por sus caracteristicas al SNP rs2914143.

4.3.2.10.9. FZD3

La familia de genes Frizzled, a través de la mediacién de la sefializacion de Wnt, estd
involucrada en el desarrollo de diversas estructuras. Hay varios tipos de receptores de Wnt que
regulan tanto la via candnica como la no candnica, la familia frizzled es uno de los principales
{Adler, 2001 #2385;Wu, 2004 #2387}. Modulando principalmente la via candnica {Huang, 2004
#2390}.

El gen FZD3 consta de ocho exones y es aproximadamente 70 kb de largo; codifica para el
receptor de FZD3, uno de los principales componentes de la via de sefializacion de Wnt, que esta
involucrado en la regulacion de procesos de neurodesarrollo temprano. FZD3 es una protéina
transmembrana casi ubicua al receptor de ligandos Wnt implicados en la especificacion de varias
estructuras, como los derivados de la cresta neural, y la correcta orientacién axonal durante el
desarrollo {Deardorff, 2001 #2393;Sala, 2000 #2391;Wang, 2002 #2396}.

El gen frizzled 3 (FZD3) se encuentra en el cromosoma 8p21, sugerido en repetidas ocasiones
como un locus de vinculacidn positiva para la esquizofrenia {McGuffin, 2003 #2411}. El gen FDZ3
consta de 8 exones y 7 intrones, que abarcan aproximadamente 70 kb {Kirikoshi, 2000 #2420}. De
acuerdo con esto, dos grupos de investigaciéon han informado recientemente de una asociaciéon
significativa entre la esquizofrenia y el gen FZD3 en muestras de pacientes japoneses y chinos
{Katsu, 2003 #2422}.

Por otra parte, también se examind la posible asociacion entre el gen FZD3 con trastornos de
humor, esquizofrenia y trastornos del estado de animo, patologias que pueden compartir la
vulnerabilidad genética {Berrettini, 2003 #4474}. Basandonos en estos indicios se selecciono el
SNP rs352203 que en un studio de genotipado masivo mostré ser un potente factor negativo de
riesgo de psicosis {Kishimoto, 2008 #2442}.

4.4. Via Notch

La via de sefializacion Notch se expresa durante toda la vida de un animal desde el desarrollo
{de la Pompa, 1997 #4476} hasta la edad adulta {Berezovska, 1998 #4477} e interactda con otras
cascadas de sefializacién en una manera dependiente de contexto, tanto en condiciones fisioldgicas
como patoldgicas. Estd involucrada en el control de diversos eventos durante el desarrollo de las
células eucaridticas como son la proliferacién, el crecimiento, la migracién, la diferenciacién y la
muerte celular programada (apoptosis).

Se describié al sistema Notch, por primera vez como responsable de la neurogénesis y la
especificaciéon del ectodermo en la moscade la fruta (Drosophila melanogaster) {Morgan, 1917
#4479}. En 1914 se descubri6 la primera mutacién del gen Notch (Dexter et al.). En 1919 lo
caracterizaron al detectar una deficiencia funcional de la proteina Notch, que provoca la aparicién

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidatrica



Introduccion 36 Veronica Inés Vargas

de surcos (notches) en los bordes de las alas de D. melanogaster (Mohr et al, 1914). En 1940
Poulson demostr6 que la pérdida del gen es letal en embriones. Posteriormente, en 1970, Wright
encontr6 que las mutaciones del gen Notch-1 inducen la formaciéon de una estirpe neurogénica de
células que estaban destinadas a ser epidérmicas {Wu, 1999 #4529;Warton, 1985 #4531}. A
mediados de los afios ochenta, los grupos de Artavanis-Tsakonas y Young clonaron y expresaron
independientemente el gen que consiste en un receptor con un solo dominio transmembranal
{Artavanis-Tsakonas, 1999 #4536} {Kidd, 1986 #4554}. A la fecha, se han identificado varios genes
del receptor Notch en diversas especies, incluyendo la humana, en las que se conocen cuatro genes
que codifican a sus correspondientes proteinas Notch-1 al -4.

4.4.1 Via de senalizacion Notch

Los genes Notch codifican receptores transmembrana de aproximadamente 300 kDa, cuya
estructura estd altamente conservada. Los productos de cada gen se expresan como un solo
polipéptido precursor (pre-Notch) que es procesado proteoliticamente por una convertasa en el
aparato de Golgi, dando lugar a un precursor heterodimérico. Este tltimo se ancla posteriormente
en la membrana y consiste en una subunidad extracelular (extracelular subunit, EC) y una
subunidad transmembrana (transmembrane subunit, TM) que estd unida a la region
intracitopldsmica (IC). La region EC contiene varias repeticiones en su secuencia de aminodacidos,
similares a la del factor de crecimiento epidérmico (EGF-like),constituyendo las repeticiones 11 y
12 el principal sitio de unién a su ligando proveniente de otra célula.

Cuando el receptor Notch se une con su ligando en otra célula la subunidad transmembranal
TM es procesada proteoliticamente, generando un fragmento intracelular (intracellular subunit, 1C)
que se transloca al nucleo e interactia con factores de transcripcion de la familia CLS (CBF-1/ Lag-
1/ Suppressor of Hairless) {Tamura, 1995 #4598} a través del dominio RAM23 de IC. Al unirse CBF-
1 a IC se disocia un complejo represor que incluye una diacetilasa de histonas (HDAC-1) y recluta
coactivadores nucleares como SKIP yMAML1 (mastermind), lo que hace a CBF-1 actuar, entonces,
como un activador de la transcripciéon {Nickoloff, 2003 #4599}. Los cuatro receptores Notch en
mamiferos (Notch1-4) tienen estructuras muy similares entre si, con diferencias esenciales en las
porciones extracelular y citoplasmica.

Los receptores Notch-1 y -2 contienen 36 repeticiones “EGF-like” en sus dominios EC,
mientras que Notch-3 contiene 34 y Notch-4 solamente 29. A nivel del dominio IC tienen las
siguientes diferencias: Notch-1 contiene un dominio de transactivacién fuerte (TAD, por sus siglas
en inglés), mientras que en Notch-2 su TAD es débil y en Notch-3 y 4 no estd presente {Radtke,
2003 #4633]}.

Los ligandos del receptor Notch en invertebrados son conocidos como Delta y Serrate para D.
melanogaster., en mamiferos se conoce un grupo de homélogos de Delta denominados “Delta-like”;
y llamados Jagged (JAG) para Serrate. En total se conocen cinco ligandos en mamiferos
denominados JAG1, JAG2 y H-Delta-1, -3,y -4 (DLL1, DLL3, y DLL4) {Gray, 1999 #4635}. En 1999,
se hall6 ademas, una forma soluble de Delta en Drosophila, 1o que sugiere que Notch puede mediar
la comunicacién entre células no contiguas {Qi, 1999 #4636}. Las diferencias estructurales en esta
familia de ligandos son el numero y el espaciamiento de las repeticiones a nivel del dominio
extracelular y la presencia de un dominio rico en cisteina localizado corriente abajo de las
repeticiones EGF, especificamente en los ligandos Ser, JAG1 y JAG2 {Radtke, 2003 #4633}

Las proteinas moduladoras de la unién receptor ligando a nivel extracelular son las proteinas
“Fringe” en Drosophila y sus homoélogos en mamiferos, “Lunatic Fringe, Radical Fringe, y Maniac
Fringe” {Moran, 1999 #4638;Johnston, 1997 #4639}. Ademas,se han identificado proteinas que
modulan la degradacién/procesamiento de Notch a nivel intracelular; en Drosophila, 1a proteina
Numb que actiia regulando negativamente la sefializacién al unirse con la regién intracelular de
Notch{Spana, 1996 #4640}.

Por ultimo, los genes blanco de Notch incluyen factores de transcripcién represores
pertenecientes a las familias de proteinas HES (hairy and enhancer of Split) y HRT/HERP/Hey
(familia “basic helix-loop-helix-Orange”), IL-4, p21, etcétera. Sin embargo, atin no es claro cual(es) de
esos genes es/son el/los responsables de los efectos fenotipicos de la sefal Notch (jError! No se
encuentra el origen de la referencia..
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Algunos ejemplos de la participacion de Notch es la inhibicion del desarrollo neuronal, ya que
parece ser que los genes blanco Hes1 y Hes5 median muchos o quizas todos los efectos producidos
por Notch {Kageyama, 1999 #4641}. En el caso del desarrollo del pancreas el blanco de Notch es el
gen HES-1; en el desarrollo cardiaco el gen Hey2; y en el desarrollo vascular los genes Hey1 y Hey2.
Notch ejerce, ademads, un doble papel en un modelo de cultivo celular (3T3-L1): la activaciéon de
HES-1 induce adipogénesis, mientras que al bloquear la activacion de HES-1 se inhibe la
diferenciacién de 3T3-L1. Por ultimo, se ha informado que el gen IL-4 es un blanco directo de Notch
y explica la capacidad que tiene de promover el fenotipo Th2 de las células T {Kadesch, 2004
#4642}

4.4.1.1. Localizacién y funcién de Notch

Los estudios realizados sobre la funcién y localizacion de los receptores Notch estan
enfocados, primordialmente, en el receptor Notch-1, mientras que atin no se ha dilucidado el papel
que desempefian el resto de los receptores. La sefalizacion Notch estd implicada en la
neurogénesis, hematopoyesis y vasculogénesis. Estudios de Notch-1 en Xenopus muestran que sus
patrones de expresién son muy similares a Drosophila, sobre todo en extirpes celulares
terminalmente no diferenciadas y proliferativas. Durante el desarrollo, los tejidos con mayores
niveles de expresion incluyen cerebro, los ojos, y el tubo neural {Coffman, 1990 #4646;Bierkamp,
1993 #4647}. Estudios en mamiferos muestran que los niveles de expresion de sus homoélogos
correspondientes comienzan tardiamente durante su desarrollo embrionario. Las proteinas se
expresan como patrones dindmicos en tejidos que llevan a cabo la determinaciéon del destino
celular o la aceleracion de la proliferacion {Weinmaster, 1991 #4648} {Horvitz, 1991 #4657}.

La funcién de la sefializacion Notch involucra una gran variedad de procesos celulares
incluyendo el mantenimiento de células troncales, especificacion del destino celular, diferenciacion,
proliferacién y apoptosis, por lo que posee efectos pleiotrépicos en diferentes 6rganos. Los tres
efectos principales son: a) el mantenimiento de las células troncales o precursoras en un estado no
diferenciado; b) la influencia en las decisiones del destino celular, ya sea a través de la via lateral o
bien por una via inductora dependiente de la cantidad receptor ligando expresado en la membrana,
y c) la habilidad de influenciar la diferenciaciéon y la progresion del ciclo celular {Miele, 1999
#4671}

Notch-1 se expresa en neuronas piramidales de la corteza {Redmond, 2000 #4745} {Sestan,
1999 #4747;Stump, 2002 #4785} y el hipocampo {Stump, 2002 #4785}. Especificamente en el
hipocampo, la expresién de Notch puede comportarse como una nueva "molécula de plasticidad":
se expresa post sinapticamente y regula la morfologia de las espinas dendriticas, la plasticidad
sindptica y procesamiento de la memoria {Alberi, 2011 #4836;Costa, 2003 #4838;Wang, 2004
#4840}.

4.4.2. Papel de Notch en la plasticidad sindptica y en la neurogénesis

Al analizar el patrén de expresion temporal de Notch en la corteza, es interesante observar
que, en torno al nacimiento, la expresién Notch1 es atenuada en comparacién con el desarrollo. Sin
embargo después de la primera semana del parto, la expresion se vuelve mas abundante
{Tokunaga, 2004 #4848}. Este tiempo coincide con el periodo critico cuando las conexiones
sinapticas se refinan y la actividad de las conexiones sindpticas se sincronizan siguiendo un patrén
{Marandi, 2002 #4849}. Por lo tanto, podriamos plantear la hipétesis de que durante el desarrollo
postnatal, Notch es inducida y necesaria para la maduracion de la red neuronal. Varios articulos han
confirmado esta hipétesis y han demostrado que Notch tiene un efecto directo sobre el desarrollo
de patrones dendriticos {Berezovska, 1999 #4851;Breunig, 2007 #4855;Redmond, 2000
#4745;Sestan, 1999 #4747} y crecimiento de axones {Crowner, 2003 #4856}. La reduccién de la
sefializacion de Notch afecta el procesamiento sensorial y la memoria de la mayoria de las especies
{Alberi, 2011 #4836;Chao, 2005 #4857;Costa, 2003 #4838}. Este efecto no parece ser el resultado
de conectividad aberrante, sino que mas bien depende de los cambios en la plasticidad sinaptica
{Alberi, 2011 #4860}.

Un estudio realizado en Drosophila ha indicado que la molécula de adhesion, klingon, es un
blanco no-canénico/no-transcripcional directo de Notch siendo decisivo para la formacién de
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memoria a largo plazo lo que sugiere que los mediadores no canénicos de Notch pueden estar
implicados en la plasticidad sinaptica y procesamiento de la memoria {Matsuno, 2009 #4862}.

En general, parece que un aumento transitorio de Notch es esencial en la modulacién de la
plasticidad sinaptica. Sin embargo se ha demostrado que sefializaciéon Notch es atenuada durante el
periodo de consolidacién de la memoria {Conboy, 2007 #4864}. Esto plantea la interesante
posibilidad de que la sefalizacion Notch sea responsable temprano de los cambios moleculares
potenciadores de sinapsis. En ultima instancia, estos estudios ponen de manifiesto que la
sefializacidén Notch es un requisito esencial para la funcién neuronal y la formacién de la memoria.

Se ha demostrado que Notch desempefia un papel importante en la neurogénesis embrionaria
y adulta {Chambers, 2001 #4952}. Tras la activacién de Notch por sus ligandos (por ejemplo,
Deltal), el dominio intracelular Notch (NICD) se libera de la membrana y se transloca al nicleo,
donde NICD forma complejo con Rbpj. El complejo NICD-Rbpj induce la expresion de genes tales
como los represores transcripcionales Hes1 y Hes5, que reprimen la expresion génica proneural y
de ese modo inhiben la diferenciacién neuronal. La activacion de la sefializacién de Notch conduce
al mantenimiento de la poblacién de células madre neurales, mientras que la inactivaciéon de la
sefializacién de Notch induce la diferenciaciéon neuronal y agota la poblacién de células madre
neurales {Bertrand, 2002 #4953}.

En el cerebro maduro, la sefializacién de Notch esta implicada, ademas, en la neurogénesis
adulta de la zona subventricular (SVZ) {Imayoshi, 2010 #4976;Nyfeler, 2005 #4978} y la zona
subgranular del hipocampo (SGZ) {Lugert, 2010 #4983}. Bajo la regulacién de Notch, los astrocitos
en el parénquima cerebral de ratéon adulto presentan neurogénesis latente {Magnusson, 2014
#4985}.

Notch podria regular la diferenciacién de las células madre neurales de dos maneras: 1)
inhibiendo el destino neuronal permitiendo diferenciacion celular glial, y 2) mediante la promocién
de la diferenciacion de astrocitos mientras inhibe la diferenciacién en neuronas y oligodendrocitos
{Grandbarbe, 2003 #4987;Chiba, 2006 #4989}. Se ha descrito de que la via de sefializacion Notch
también afecta al crecimiento y extension de neuritas {Sestan, 1999 #4747}.

Ademas del papel en el mantenimiento madre neural, Notch regula también la integracién de
las neuronas recién nacidas en la capa granular del hipocampo {Liem, 2007 #5026}. Por lo tanto, la
sefializacion de Notch parece decisiva para la capacidad regenerativa del cerebro maduro.

4.4.3. Notch: Interaccion con otras vias de sefalizacion

Durante mucho tiempo, se pens6 que la actividad Notch en las neuronas se restringia a su
potencial transcripcional. Sin embargo, en la actualidad hay numerosos datos que indican la
interrelacién de Notch con otras vias de sefializacién, que contribuyen a las funciones de Notch
tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas, por ejemplo, Notch regula la via mTOR-Akt;
Notch también regula negativamente la sefializacién de Wnt, y favorece la degradaciéon de (-
catenina en la via NF-kB {Alberi, 2013 #5063} Una representacién de vias de sefializaciéon de
interaccionan con Notch en funciones fisiologicas y patologicacs puede verse en la Figura 10.

4.4.4. Papel de Notch en la etiopatogenia de la depresion, en el mecanismo de
accion de los farmacos ADs

La implicacién de Notch en la etiopatogenia de la depresién sélo se ha posido establecer en la
depresion posterior a accidente cerebro vascular. En ratas sometidas a estrés crénico leve (CUMS),
la expresion del dominio intracelular Notch1 (NICD), la expresidon de Hes1 y Hes5 y la proliferacion
celular disminuyeron significativamente en el hipocampo. La administracién crénica de fluoxetina
dio lugar a una regulacién positiva de la expresién de NICD y revirtié el descenso de Hes1 y la
proliferacién celular, pero redujo la expresién Hes5. Esto sugiere que la variacién en la actividad
Notch1 puede, al menos en parte, contribuir a la modulacién de la neurogénesis en el hipocampo y
la respuesta depresiva en CUMS {Guo, 2009 #5064}.
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Figura 10: Funciones fisioldgicas (good times) y patoldgicas (bad times) reguladas por Notch
en cerebro. Se representa la cascada de sefializacion por Notch, Los recuadros y flechas representas
la interaccion con otras cascadas de sefializacion. Tomado de Alberi, Hoey et al. 2013

En corteza frontal dorsolateral (DLPFC) y amigdala (AMY) proveniente de humanos suicidas
sin historia clinica psiquiatrica y sin tratamiento con ansioliticos o antidepresivos se observa
disminucidn del receptor Notch {Monsalve, 2014 #5065}.

~—

4.5. c-MYC

La proteina producto del proto oncogen c-MYC (MYC) es un factor de transcripcidon que regula
un amplio rango de procesos celulares, pudiendo contribuir a la iniciacién y progresién de los
tumores {Meyer, 2008 #5066}. MYC ectdpico es capaz de inducir la progresion del ciclo celular y la
proliferacion. MYC ha demostrado que puede inducir o reprimir la expresion de cientos de genes,
utiles para mediar funciones biolégicas {Jackstadt, 2013 #5067}.

MYC codifica para c-Myc, que es un factor de transcripciéon oncogénico de la familia helice-
bucle-helice/cremallera de leucina. La activaciéon de la transcripcién por Myc depende de la
formacién de complejos con proteinas heterodiméricas Max. Heterodimeros Myc-Max se unen a
secuencias de ADN llamadas E-box en las regiones reguladoras de los genes blanco y reclutan
coactivadores transcripcionales. Myc tiene también la capacidad de reprimir genes aunque los
mecanismos que utiliza son menos conocidos {Luscher, 2012 #5068}.

La familia de genes Myc en humano se compone de MYCC, MYCN, MYCL y MYCS. MYCS no
tiene capacidad neoplasica. Aunque es probable que los tres genes Myc ejerzan efectos similares en
el ciclo celular Myc, es el que méas se expresa. Los niiveles de Myc se correlacionan con la
proliferacién celular. El nivel de mRNA de Myc y la expresién de la proteina estan estrechamente
correlacionados con las tasas de proliferacién celular.

El mecanismo de regulaciéon de Myc en células quiescentes estimuladas con mitégenos o suero
no es completamente conocido, pero los datos apoyan un papel relevante de la cascada de Ras/ Raf
/MEK/ERK en la regulacién positiva de Myc. Otras cinasas, como las cinasas Janus (Jak1 y Jak2), Src,
v-Abl o Ber-Abl o Akt también regulan positivamente Myc. Citoquinas antiproliferativas como la de
transformacion del factor de crecimiento $ (TGF) o interfer6n-y resultan en una regulacion
negativa de Myc {Bretones, 2015 #5069}.

Partiendo de estudios pioneros en la década de 1980 hasta los actuales que involucran a todo
el genoma, el cuadro general muestra que el control de la proliferaciéon celular es una de las
principales funciones de Myc en la biologia celular. La mayor parte de los datos muestran que la
sobreexpresion de Myc estimula mientras que su disminucién inhibe la progresion del ciclo celular.
Varios mecanismos por los cuales Myc influye en el ciclo celular se han dilucidado. La mayoria de
ellos estan relacionados con la induccién o represiéon de genes diana que codifica reguladores
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positivos o negativos del ciclo celular. Los estudios de expresion de genes de todo el genoma
muestran que Myc regula un asombroso nimero de genes, en torno a 1000 en la mayoria de los
modelos {Zeller, 2003 #5070}. Muchos de estos genes estan relacionados con el ciclo celular,
muchos de los genes blanco de Myc estan involucrados en la biosintesis de novo de nucleétidos,
sintesis de proteinas y metabolismo energético (Figura 11). Los factores de transcripciéon de la
familia E2F son inducidos por la expresion ectépica de Myc, ademdas Myc tiene un efecto importante
como un represor de miRNAs que se dirigen a reguladores criticos del ciclo celular. Estos miRNAs
incluyen miembros como let-7(CDC25A, Cdk6, ciclina A, ciclina D1 D2 y D3) miR-15a/16-1 (Cdks,
E2F3, ciclina D1 y D3), miR-26a (ciclina D2 y E2) o miR-34a ( Cdk4, Cdké, ciclina E2 y E2Fs
{Jackstadt, 2015 #5071}.

La activacion de genes especificos de f-catenina permite controlar la transcripcion celular y la
regulacidn del ciclo celular. Los dos genes c-Myc y ciclina D1 se han estudiado respecto a B-catenina
en células co-transfectadas HCT116. Se demuestra de esta manera que el antigeno T y 3-catenina
incrementa de forma individual c-Myc y ciclina D1, mientras que la co-transfeccién con T-antigeno
y B-catenina provoca incremento potenciado de c-Myc y ciclina D1 {Xia, 1996 #5073}.

No hemos encontrado datos de la participaciéon de c-myc en la neuroplasticidad o la
nerugénesis, mas alla de su participacion en el ciclo celular, No existen tampoco estudios del papel
de c-myc en la depresion o en el mecanismo de accion de los antidepresivos.
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Figura 11. Relacién entre c-Myc, genes diana y funciones celulares implicadas en el crecimiento celular.

4.6. c-Jun

PEYY!

c-Jun es el componente méas estudiado del factor de transcripciéon AP-1que conforma junto con
la proteina c-Fos. c-Jun estd implicado en numerosas funciones celulares, como la proliferacién
celular, | apoptosis, la supervivencia celular y la morfogénesis entre otras. c-Jun junto con b-Jun y
d-Jun forman la familia de proteinas de mamiferos jun {Mechta-Grigoriou, 2001 #5074}.

La actividad del factor de transcripcién AP-1 es inducida por numerosas sefiales, incluyendo
factores de crecimiento, citoquinas, y estrés extracelular. La estimulacién de AP-1 estd mediada, en
parte, por la fosforilacién en Ser-63 y Ser-73 de c-Jun por la cinasa Jun N-terminal (JNKs)
{Herdegen, 1998 #5075}, en especial por JNK-1{Kallunki, 1994 #5076}, pero también se ha descrito
una funcién alternativa independiente de fosforilacién. La proteina c-Jun reconoce de un modo
directo secuencias especificas del ADN para regular la transcripciéon de genes. c-Jun se expresa
durante el desarrollo y en el cerebro adulto, donde la expresion se ve muy inducida en respuesta a
lesién neuronal {Herdegen, 1998 #5075}. La regulacidn transcripcional de genes especificos por c-
jun juega un papel clave en los mecanismos moleculares como la plasticidad neuronal, la
transmision sinaptica, y la diferenciacién morfolégica. Estudios recientes han indicado que jun y
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fos, pueden desempefiar un papel importante en la potenciacién a largo plazo, el aprendizaje y la
memoria.

4.6.1. c-jun: interaccion con otras vias de sefializacion

La proteina c-Jun ha demostrado ser capaz de interaccionar, amplificar e integrarse en
multiples vias de sefaliciéon, como EGFR-ERK, EGFR-RhoA-ROCK, B-MAP3K1-]NK, TGIF1, ERG3,
ATF2,STAT1, STAT3, BCL6, BCL3, MyoD, RUNX2, WNT/[B-catenina entre otros.

En el caso de la via WNT/B-catenina, c-Jun funciona como un andamio en el complejo de
transcripcién de B-catenina -TCFs uniendo Dvl aTCF. Dvl coopera en el nucleo con c-Jun para
regular la transcripcion de genes estimulados por la via de sefializacién canénica de Wnt. c-Jun
juega un papel importante en la via de sefializacion canénica de Wnt actuando principalmente
dentro del complejo de transcripciéon TCF-B-catenina como una proteina de andamiaje para unir
Dvl a TCF {Gan, 2008 #5151}.

4.6.2. Papel de c-jun en la plasticidad

La activacion de JNK juega un papel importanten en la muerte celular asociada a
enfermedades degenerativas. Dada la variedad de situaciones y estimulos estresantes que activan
JNK, sorprende los pocos estudios que se han centrado en la imlicacion en el hipocampo de JNK y c-
jun en la memoria y en la plasticidad sinaptica.

Sherrin et al (2011) han demostrado que las isoformas de JNK, JNK2 y JNK3 juegan un papel
importante en la regulaciéon del miedo en condiciones de estrés, que da lugar a una activacion
sostenida de la via JNK en el hipocampo y que conduce en ultima instancia a los déficits en la
memoria y la potenciacién a largo plazo. Por otro lado, la activacién JNK1 transitoria condiciona
una respuesta al miedo contextual que subyace efectos beneficiosos {Sherrin, 2011 #5390}.

4.6.3. Papel de c-jun en la etiopatogenia de la depresion

A pesar del creciente nimero de estudios que relacionan los genes immediatos a funciones
importantes del cerebro, su papel en diversos trastornos neuropsiquidtricos incluyendo la
esquizofrenia o el trastorno depresivo mayor atn es poco conocido {Todorova, 2003 #5078}

4.6.4. Papel de c-jun en el mecanismo de accién de los farmacos ADs

JNK desempefia un papele importante en la muerte celular neuronal inducida por estrés.
Teniendo en cuenta que, la fisiopatologia de la MDD implica la muerte de las células neuronales;
farmacos capaces de bloquear la via J]NK1/2 podrian ser ttiles como farmacos antidepresivos. El
tratamiento con agmatina subcrénica redujo la fosforilacién de JNK1 y JNK2. Curiosamente, se
observd una correlacion significativa entre ambos JNK1 y JNK2 y tiempo de inmovilidad en
animales sometidos a la prueba de natacion forzada {Hu, 2012 #5116}.

De hecho, antidepresivos como la fluoxetina o férmulas de hierbas medicinales como CHSGS
regular la expresion de JNK {Li, 2014 #5134}. Otros estabilizadores del estado de animo como VPA
o Li incrementan los niveles de proteina c-Jun. VPA podria aumentar directamente los niveles de c-
Jun mediante el aumento de la expresion de c-Jun {Asghari, 1998 #5150}.

4.7. Ciclina D1

La progresion a través de las fases del ciclo celular (G1, S, G2 y M) esta bajo el control de una
familia proteina cinasa de serina/treonina. Estas cinasas son heterodimeros que consisten en una
subunidad catalitica, la ciclina dependiente de la proteina cinasa (CDK) y una subunidad
reguladora, la ciclina, necesaria para que Cdk pueda estar activa. Hasta la fecha se han descrito 21
genes que codifican Cdks y 29 genes que codifican las ciclinas en el genoma humano.

La zona subgranular (SGZ) del hipocampo contiene células madre neurales que se dividen,
diferencian y migran para producir neuronas funcionales que se incorpora en los circuitos del
hipocampo {Kempermann, 2008 #5152}. La evidencia sugiere que cada paso de este proceso esta
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altamente regulado y que seria sencillo alterar la neurogénesis en el hipocampo al influir en la
proliferacidn de células madre neurales en el SGZ. Ciclina D1, originalmente identificada como una
molécula que une el factor de crecimiento de sefializacion con la maquinaria del ciclo celular, es una
molécula critica en la regulacion de la progresion a través de la fase G1 del ciclo celular {Baldin,
1993 #5153;Matsushime, 1994 #5154}. Ciclina D1 y sus enzimas cataliticas, dependientes de
cinasa ciclina 4 (CDK4) y CDK6, promueven la progresién de fase G1la S mediante la fosforilacién de
la proteina retinoblastoma (Rb). La fase G1 es conocida por su longitud como la de progreso de la
neurogenesis, la sobreexpresion de reguladores del ciclo celular como la ciclina D1 acorta G1 y
promueve la fase proliferativa {Borrell, 2014 #5167}. La disminucion de la actividad de ciclina D1
induce la generaciéon prematura de neuronas y la disminuciéon de la reserva de celulas madre
{Borrell, 2014 #5167}. La expresion de ciclina D1 estd muy regulada en todo el ciclo celular y su
nivel de expresién en cada fase del ciclo ayuda a determinar las caracteristicas proliferativas
globales de la célula. La expresidn de ciclina D1 debe ser alta para el paso a través de la fase G1 y
para la iniciacién de la sintesis de DNA {Hitomi, 1999 #5181;Guo, 2005 #5215}. Su expresion es
vital para la progresion del ciclo celular normal y la proliferacion celular {Baldin, 1993 #5153} la
expresion de ciclina D1 promueve la proliferacion celular {Sherr, 1996 #5222} en modelos
animales y humanos {Lin, 2006 #5359;Barbash, 2008 #5370}. La sobreexpresion de ciclina D1
puede inducir re-entrada en el ciclo celular desde el estado de diferenciaciéon terminal en diferentes
tipos celulares, incluidas las neuronas {Latella, 2001 #5371}.

B-catenina, efector clave de la via de sefializacién Wnt, regula la proliferacion celular {Nelson,
2004 #5378}. La Ciclina D1 es un objetivo transcripcional importante de la via de sefalizacion de
Wnt/B-catenina {Shtutman, 1999 #5379}. B-catenina puede activar ciclina D1 y ésta influir en la
proliferacion de células madre neurales en SGZ {Kumar, 2012 #5380}.

Una cuestion fundamental en la neurobiologia es como se mantiene el equilibrio entre la
proliferacion y diferenciacion de precursores neuronales para asegurar que el nimero apropiado
de neuronas del cerebro se genera por degradacion de ciclina D1 via proteasoma durante la fase G1
inducida por fosforilacion en Thr286 a través de GSK3 {Diehl, 1997 #5381}. La sobreexpresion del
complejo CDK4 (cinasa dependiente de ciclina 4) -cyclinD1 en células de hipocampo de ratén adulto
aumenta de manera auténoma la expansién de las células madre y progenitoras neuronales,
mientras que la inhibe la neurogénesis {Artegiani, 2011 #5382}. La quimioterapia induce deterioro
cognitivo y psicolégico, ademas de afectar negativamente la neurogénesis en hipocampo, esto se ha
relacionado con los niveles de ciclina D1 del hipocampo {Kitamura, 2015 #5383}.

4.8. PPARY

4.8.1. Seializacién por los receptores PPARy

Hace aproximadamente 25 afios se describieron las acciones de un grupo diverso de
sustancias inductoras de la proliferacién de peroxisomas. Los proliferadores de peroxisomas (PP)
incluyen plastificantes, herbicidas y solventes usados en la industria quimica, asi como agentes
terapéuticos, los fibratos, ampliamente prescritos como medicamentos hipolipemiantes. Como su
nombre indica, los PP inducen hipertrofia e hiperplasia de los peroxisomas en el higado, el rifién, y
el corazdén de algunas especies susceptibles, como ratas y ratones. Los peroxisomas, son organelas
celulares que participan en varios procesos bioquimicos como el metabolismo del per6xido de
hidrégeno, la sintesis y degradacion del colesterol (con formacion de 4cidos biliares), la sintesis de
glicerolipidos y la B-oxdacién de los acidos graso. En 1990 aparecié la primera publicaciéon que
describe el descubrimiento del primer receptor involucrado en la generacién de estas respuestas y
se denominé PPAR (del inglés, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) {Issemann, 1990
#4476,

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR; del inglés: “peroxisome
proliferator-activated receptor”) son un grupo de proteinas pertenecientes a la familia de
receptores de ubicacién nuclear que se comportan como factores que modulan la transcripcién de
DNA al unirse a elementos de respuesta especificos de ciertos genes que regulan la expresién
génica implicada en la reproduccién, metabolismo, desarrollo y respuestas inmunes {Desvergne,
1999 #4482}. Hasta el momento se han descrito tres tipos principales de PPAR designados como a,
S, y v; estos receptores se encuentran involucrados en la regulacién de diferentes procesos
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metabélicos. Los tres receptores tienen distintos patrones de expresion y especificidad a ligandos
{Desvergne, 1999 #4482}.

Al igual que otros miembros de la familia de receptores nucleares, los PPAR estan compuestos
de tres dominios principales: la regién NH2 terminal, el dominio de unién al DNA (DBD) y el
dominio de unién al ligando (LBD; Figura 12A) {Willson, 2000 #4495}. Al igual que otros
receptores nucleares, el LBD sufre cambios conformacionales debido a la uniéon de agonistas,
convirtiendo a los PPAR en formas activas que se unen al DNA, a través de una superficie en la que
participan los motivos en dedo de zinc del DBD, que interactiian con secuencias especificas de
ciertos genes, llamadas elementos de respuesta (PPRE). Ademas, el LBD también es importante en
los procesos de dimerizacion, localizacién nuclear y asociacién con varias proteinas a estos
receptores, formandose un complejo coactivador o correpresor que cambia el estado de acetilaciéon
de las histonas y modula la transcripcién genética {Olefsky, 2000 #4496;Dowell, 1999 #4497}.

Los PPAR forman heterodimeros con los receptores de acido 9-cis retinoico (RXR) (Figura
12B), {Martin, 2000 #4498}. Por ello pueden unirse a los PPRE, que consisten en secuencias de seis
nucleétidos repetidas y separadas por un nucleétido, conocidas como elementos de respuesta DR-1
{Palmer, 1995 #4499}. La unién de cualquiera de los dos ligandos a los receptores que conforman
los heterodimeros puede activar el complejo, pero la unién simultinea tiene mayor potencia
{Kersten, 2000 #4500}.
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Figura 12: A. Representacion linealizada de los PPAR y sus dominios funcionales. B: El heterodimero de PPAR/
RXR se une a elementos de respuesta DR-1 en la regiéon promotora Y modula la transcripcion de genes blanco

Todos los PPAR son, a diferentes niveles, activados por acidos grasos y sus derivados, aunque
la identidad exacta de sus ligandos reguladores end6genos atin permanece incierta. Los PPARy se
unen las Tiazolidinedionas (TZD) antihiperglicemiantes, la indometacina y otros antiinflamatorios
no esteroideos (AINE), los acidos eicosapentaenoico, 9- hidroxioctadecadienoico (9-HODE) y 13-
hidroxioctadecadienoico (13-HODE) y la 15 deoxiprostaglandina.

Los receptores PPARy se expresan en bazo, médula dsea, higado, testiculos, musculo
esquelético, tejido adiposo y encéfalo {Elbrecht, 1996 #4505}. Se cree que la sefializacién de los
agonistas PPARy estd mediada por fenémenos dependientes e independientes de receptor. La
activacion por agonistas hace que los receptores PPARy se unan en heterodimeros en asociaciéon
con el receptor del 4cido 9-cis retinoico (RXR); éste dimero se dirige al ntcleo, uniéndose al ADN
para regular la trancripcién {Desvergne, 1999 #4482}. Junto a estos efectos gendmicos clasicos, los
agonistas PPARy tienen otras vias de sefalizacién rapida como algunos de los agonistas de los
demdas receptores nucleares clasicos {Gardner, 2005 #4512}. En humanos, los PPARy se han
relacionado con la adipogénesis, {Vidal-Puig, 1996 #4523}los sensibilizadoras a la insulina
{Lehmann, 1995 #4524} TZD y la diabetes mellitus tipo 2 {Barroso, 1999 #4525}.

4.8.2. Papel de PPARY en la plasticidad sindptica y la neurogénesis

Recientemente, se ha identificado la participacion de los PPAR en la proliferacion y
diferenciacion de las células progenitoras neuronales, ademas estan involucrados en vias de
sefializacidon implicadas en el control de la proliferacién, migracién y diferenciacién de las células
progenitoras neuronales como las vias Wnt, STAT3 y NFkB.

En el cerebro adulto normal, los niveles de receptores PPARy son relativamente bajos, se
localizan principalmente en el giro dentado {Braissant, 1996 #4527} y a nivel de los ganglios
basales, nicleos caudado, putamen y globo palido, en el tdlamo y la corteza piriforme {Moreno,
2004 #4528}.
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PPARy es importante en la regulacion del desarrollo temprano del cerebro {Tachibana, 2005
#4529}. La expresion de PPARYy es alta en el cerebro durante el desarrollo embrionario (Braissant,
1998) y en las células madre neurales aisladas a partir de embriones de ratéon {Wada, 2006 #4533}
por el contrario es relativamente baja en el cerebro en recién nacidos y adultos. El silenciamiento
génico de PPARy disminuye la tasa de proliferacién en células madre neuronales {Tachibana, 2005
#4529;Tachibana, 2005 #4534}. Por el contrario, la activacién de la via de PPARy estimula la
proliferaciéon de células madre neurales y su diferenciacion a neuronas.

Se ha demostrado recientemente que PPARY desempeiia un papel importante en el control de
la proliferacién y diferenciacién de NSCs a neuronas. La activacion de la via de PPARy mediante
concentraciones bajas de agonistas especificos, estimula la proliferacién y simultdneamente inhibe
la diferenciacién de las NSCs a neuronas, manteniendélas como indiferenciadas (nestina+ y MAP2-
). Por otro lado una activacidon excesiva PPARy resulta mortal para las NSCs. Esta accion bimodal
sugiere que PPARy regula la expansion y contracciéon de la poblaciéon de NSC, de forma que
concentraciones Optimas de agonistas PPARy son determinantes para la supervivencia y
proliferacién in vivo de las NSCs. Teniendo en cuenta la funcién de la activaciéon de PPARY en la
regulacién de la proliferacién de NSC, los antagonistas PPARy causan apoptosis de NSCs via
activacion de la cascada de caspasas, sugiriendo que la sefalizacién de PPARYy, activada in vivo por
ligandos endégenos, normalemente regula el crecimiento de NSC, mientras que su ausencia puede
desembocar en la muerte celular programada. Los mecanismos de PPARy que subyacen a la
regulacion de la proliferacion de NSCs esta siendo objeto de debate. Se han implicado la activacion
de la via de sefalizaciéon de ERK mediante sobrerregulacion del receptor EGF, la sobrerregulacion
del nivel de ciclina B y la activacién de de la via de sefializacién STAT{Wada, 2006 #4537;Matsuda,
1999 #4539}

Agonistas PPARY ejercen efecto neuroprotector por inhibicién de la inflamacién y el estrés
oxidative mediante BDNF/ TrkB. {Hong, 2013 #4540}

4.8.3 PPAR: Interaccion con otras vias de sefalizacion

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas receptors (PPARs) estan
involucrados en diferentes vias de sefalizacién, controlando la proliferacion, migracion y
diferenciacion de NSC, por ejempo en la via de sefializacion de Wnt, y en las vias de sefializaciéon de
STAT3 y NFkB {Guillemot, 2007 #4541} {Garza, 2008 #4542;Doherty, 2007 #4543}.

La sefializacién por Wnt silencia la expresion de receptores PPAR-y al mismo tiempo induce la
expresion de receptores PPAR-f/9, lo que refleja el papel diferencial que tienen estos dos subtipos
de receptores en la regulacién de procesos dependientes de Wnt {Scholtysek, 2013 #4545}. La
activacion de PPAR-B/6 amplifica la actividad de la sefializacién Wnt y la transcripcién dependiente
de TCF/LEF en células madre a través de (por lo menos) dos mecanismos: 1) la regulacién
transcripcional de Lrp5 y 2) la interaccidn directa con -catenina {Scholtysek, 2013 #4545}.

4.8.4. Papel de PPARY en la etiopatogenia de la depresion y en el mecanismo de accion
de los farmacos ADs

En lo que concierne a los receptores PPARy y depresién muy poco se sabe hasta ahora. Los
procesos inflamatorios parecen contribuir significativamente al desarrollo y mantenimiento de los
episodios de depresiéon mayor. Sin embargo, las vias inflamatorias no son el objetivo primario de
los farmacos estabilizadores de &nimo convencionales. Dado que los agonistas de PPAR-y inhiben la
expresion de genes inflamatorios y modulan las vias sensibles al estrés oxidativo {Delerive, 2001
#4547} y que estos mecanismos han sido también implicados en la fisiopatologia de la depresion,
se podria sugerir que los agonistas de PPAR-y actuarfan como posibles terapias antidepresivas
{Haroon, 2012 #4548}. De hecho algunos agonistas de PPAR-y como rosiglitazona o pioglitazona
presentan actividad antidepresiva en animals sometidos a los test de la natacién forzada y de
suspension de la cola {Eissa Ahmed, 2009 #4549;Sadaghiani, 2011 #4553;Kemp, 2012 #4683}.
Efecto revertido por un antagonista de PPAR-y {Sadaghiani, 2011 #4686}. La atorvastatina, una
estatina lipofilica, ejerce efecto antidepresivo en ratones sometidos al test de la nataciéon forzada
{Shahsavarian, 2014 #4687;Ludka, 2014 #4688;Ludka, 2013 #4689}. En seres humanos, se
necesitan ensayos bien disefiados para concluir si las estatinas inducen, empeoran o incluso
mejorar la depresion {You, 2013 #4693}.

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidatrica



HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Veronica Inés Vargas Hipotesis y objetivos 49

HIPOTESIS

Una de las limitaciones importantes del tratamiento actual de la depresion es el periodo de 2-
5 semanas de retraso en la respuesta clinica. Por tanto, es necesario el desarrollo de nuevos
antidepresivos que sean capaces de inducir un efecto antidepresivo precoz, para lo cual se necesita
la identificacion de nuevas dianas celulares que medien un efecto antidepresivo mas rapido.

En este contexto, los mecanismos de neuroplasticidad y neuroproliferacion estan siendo cada
vez mas implicados en la etiopatogenia de los trastornos depresivos y en el mecanismo de accién de
distintos ADs como bases moleculares para el desarrollo de antidepresivos de accién rapida. De
hecho diferentes maniobras antidepresivas como el electrochoque producen un efecto
antidepresivo precoz y de form paralela, incrementan la neurogenesis y la plasticidad de forma mas
rapida que los ADs clasicos.

OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es la identificacién de posibles mediadores moleculares de
plasticidad/neurogénesis como dianas para el desarrollo de antidepresivos de accién rapida. El
proyecto se basa principalmente en 2 evidencias recientes: 1) los agonistas de los receptores 5-HT4
inducen un efecto antidepresivo rapido en modelos animales de depresion 2) la via de sefializacion
Wnt-B-catenina media cambios de neuroplasticidad inducidos por antidepresivos clasicos y por
agonistas 5HT4. Un segundo objetivo general de este trabajo consiste en valorar la implicacién de
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) de proteinas de la via wnt/B-catenina en la etiopatogenia de
la depresion.

La identificacion de mediadores moleculares de plasticidad/neurogénesis como diana de
accion antidepresiva se aborda mediante los siguientes objetivos concretos:

1.- Estudiar el curso temporal de la proliferacion celular en cultivos de células progenitoras de
hipocampo (1, 4, 16, 24 y 72 horas) y en el giro dentado de cultivos organotipicos de hipocampo (0,
1, 3 y 7 dias) inducida por ADs clasicos como la fluoxetina, la paroxetina y la venlafaxina frente a la
provocada por los denominados antidepresivos de acciéon rapida como el agonista de receptores
5HT4, el RS 67333.

2.- Estudiar las diferencias en el curso temporal de la expresiéon de genes implicados en los
procesos de proliferacion/plasticidad relacionados o no con la via de Wnt/ 3-catenina en cultivos
de células progenitoras de hipocampo (1, 4, 16, 24 y 72 horas) asi como en la corteza y el
hipocampo de rodajas de cultivos organotipicos (0, 1, 3y 7 dias). Los genes elegidos en este estudio
han sido: Axin-1; Axin-2; Ctnnb1 (f-catenina); c-Myc; c-Jun; Cend1 (ciclina D1); Ppary; Notch-1; y
Vegf.

3.- Valorar la modulaciéon por antidepresivos clasicos como la venlafaxina frente al agonista de
receptores 5HT4, el RS67333, sobre la actividad Ppary en extracto nuclear del hipocampo de cultivo
de rodajas de cerebro.

4.- Estudiar la asociacién, en humano, entre SNPs de genes candidatos de la via wnt/f3-
catenina y AKT1 y los trastornos depresivos o bipolares, partiendo de muestras humanas de sujetos
control y pacientes diagnosticados de alguno tipo de trastorno depresivo o trastorno bipolar segiin
criterios del DSM IV
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1.- Estudios en animales
1.1.- Animales de experimentacion

Como animal de experimentacién, se utilizaron ratas albinas macho de la cepa Sprague-
Dawley (Rattus norvegicus) postnatales de P2 para cultivos primarios de células madre neuronales
(NSC) y P7-P8 para cultivos organotipicos. Hasta su utilizacién en el experimento, los animales se
mantiene con la madre estabulados bajo condiciones estandar de luz (ciclos de luz-oscuridad de 12
horas), temperatura (22+12C) y humedad relativa (60-70%) y con agua y dieta ad libitum (pienso
A04 para dieta de mantenimiento de ratas, SAFE, Francia).

El cuidado de los animales y los protocolos de investigacién fueron aprobados por el Comité
de Bioético de la Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria siguiendo la legalidad vigente
espafiola (RD 1201/2005) y las directivas internacionales (86/609/EEC).

El nimero de animales empleados fue de 32 para cultivos organotipicos y de 12 para cultivos
primarios.

1.1.1.- Cultivos organotipicos

El procedimiento para la elaboracién de los cultivos organotipicos se realizé siguié el método
de Stoppini et al. (1991), y se esquematiza en la Figura 13.

Todo el proceso se llevd a cabo en un ambiente estéril dentro de una campana de flujo laminar
(TELSTAR, AV-100). Todo el instrumental fue esterilizado antes del procedimiento en autoclave y
posteriormente, durante el procedimiento mediante un esterilizador de mesa (Steri 250). Los
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Figura 13.- Esquema del proceso de obtencion de cultivo organotipicos de sistema nervioso central.
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reactivos utilizados durante el proceso fueron obtenidos de casas comerciales ya estériles —Gibco
BRL- o bien fueron filtrados mediante membranas Millipore de 0,22pm de didmetro de poro.

Para la obtencién de rodajas de cerebro, se utilizaron ratas Sprague-Dawley P7/P8. Tras su
decapitacion, los cerebros de los animales fueron rapidamente extraidos y se mantuvieron en
placas de petri con medio Dulbecco modificado de Eagle (DMEM, Gibco BRL) suplementado con
0,1% de penicilina (10000 U/ml), estreptomicina (10000 U/ml) y anfotericina B (25 pg/ml) una
solucién antibiética y antimicética (Gibco,BRL 15240-062 almacenado a -20°C), este proceso se
realiza a 4°C.

Las rodajas de cerebro se obtuvieron mediante vibratomo (MICROM HM650V). El cerebro se
adhirié al soporte con cianocrilato (Superglue) por los polos frontales, reclinado sobre un bloque de
agar que servir de apoyo durante el posterior corte. Todo el proceso se realizdé con el cerebro
sumergido en DMEN a 42C. Se cortaron secciones en el plano coronal de 300pm de grosor y se

seleccionaron los cortes coronales a nivel del hipocampo (Figura 14).

Interpural 5.40 Interaural 4.48 m|+| | Bregma -4.52 mm

Figura 14. Ilustracién de los niveles de hipocampo seleccionado para los cultivos organotipicos. Fig.34-38,
The rat Brain by George Paxinos and Charles Watson,

Las secciones seleccionadas niveles de Bregma -3.6 mm a Bregma -4.52 mm (Rat Brain
Praxinos and Watson), se depositaron sobre membranas Millicell de 0.4 um (Millipore, PIC500RG)
colocadas en placas de seis pocillos (Iwaki) con 1ml de medio nutritivo especifico (50% de medio
basal Eagle, 25% de suero de caballo, 25% de solucién salina de Hank, 0,5 mM de glutamina, 1% de
glucosalmM, penicilina (10000 U/ml), anfotericina B (25 pg/ml) y estreptomicina (10000 U/ml)).
Tras el proceso las placas se trasladaron a un incubador de COzcon parametros controlados, 372C;
0,5% CO2y 98%HR (Heraeus, Thermo). Las rodajas de cerebro se mantienen durante 7 dias para su
estabilizacion antes de comenzar con los tratamientos farmacolégicos, con cambios de medio de
cultivo cada dos dias.

Al inicio del cultivo las secciones son de 350 pm, durante el proceso de estabilizacién y
tratamiento, las secciones se aplanan hasta aproximadamente 150 pm.

1.1.2.- Cultivos primarios de células madre neuronales de hipocampo

Para la obtencién de células madre neuronales (NSC) de hipocampo (ver Figura 15), se
utilizaron ratas P2 (n=4-6 animales por cada cultivo). Previa decapitacion, extraccion de los
cerebros y separacion de los hemisferios, los hipocampos se recolectaron en placa P30 con medio
L-15 (Gibco, BRL 11415), se trasladaron a cabina de flujo laminar y se eliminaron los plexos y
meninges.

El tejido se transfiri6 a una nueva placa P30 con solucién L-15, donde se troceé cada
hipocampo. El hipocampo asi troceada se pasé a un tubo de 50 ml y se centrifugé (5 minutos a
300xg) para sedimentar el tejido y retirar el sobrenadante. Se afiadieron 3-5 ml de solucién
enzimatica (0.1% Papaina (Sigma, P4762), 0.1% Dispasa II (Sigma, D4693), 0,01%DNAasa I (20000
U/100ml Roche11284932001), y se realizaron cuatro ciclos de disgregacién mecanica, incubando
cada ciclo durante 10 minutos a 372C.
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Posteriormente las células se traspasaron a un tubo de 15 ml y se centrifugan durante 5
minutos a 1000 rpm, se eliminé el sobrenadante y el pellet se lavo tres veces con 2 ml de medio
neurobasal completo (Neurobasal A (Gibco, BRL 10888-022) suplementado con un 2% de B-27
(Gibco, BRL 17504-0449), 2% de penicilina/estreptomicina (SigmaP4458) y 4% Ciprofloxacina
(Fluka 17850) a 37°C. Tras los lavados, las células se resuspendieron en medio neurobasal
completo.

Se determin6 la viabilidad celular en camara de Neubauer y se sembraron las células en placas
de 24 pocillos recubiertos con laminina a una densidad de 100.000 células por pocillo. La
ciprofloxacina se mantuvo en el medio de cultivo durante 2 semanas. El medio de cultivo se cambi6
cada 4 dias. El objetivo es obtener a partir del extracto celular de neuronas de hipocampo un cultivo
celular homogéneo de mediana densidad.

Aislamiento enzimatico de
células neuronales (papaina)

‘ /ﬂ 0 en HBSS.
Micro-diseccion de —_— kncrihar:2 052

37°C
partes del cerebro
(hipocampo)

Lavados
en HBSS
2X

) Disgregar células:
Células en 20X utilizando
suspension 4\ punta de pipeta

Q’r de 1ml en medio
J de cultivo
Determinar
rendimiento

y viabilidad

Células en placa

Figura 15.- Esquema proceso de obtencion de cultivos primarios de células madre neuronales de hipocampo

1.2.-Seleccion de genes candidatos

Partiendo de bases de datos bibliograficas se seleccionaron posibles genes target o blanco
relacionados con la via de sefializacién de Wnt/f-catenina y vias relacionadas o de interés pero
menos estudiadas como NOTCH y VEGF. Esta biisqueda se realizé en bases de datos publicas como
Pubmed y Gene del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information, EE. UU.), ALFRED,
Medline, y GENSCAN. A partir de los datos existentes se generd el interactoma empleando el
software Cytoscape. Finalmente, los datos de microarrays publicados se cruzaron con los
protedmicos dando como resultado un conjunto de genes en los cuales hay interseccién.

En la Figura 16 observamos un interactoma que integra informacién parcial obtenida en
diferentes experimentos o andlisis de expresion génica, presentando una recopilacion de las
relaciones de pareja que tomadas en conjunto, representan un grafico donde los nodos en negro
son los genes de interés, los nodos en gris son genes que actiian como nexo de unidn, y los ejes son
las interacciones. El tamafio del nodo esta relacionado directamente con el nimero de interacciones
de las que participa. VEGF queda fuera de la red del interactoma pero aun asi se selecciond en
funcién de la bibliografia que la respaldaba como via asociada a 1a de Wnt-fcatenina.
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k3

RGD1560212

Cenkiat

Figura 16.- Interactoma. Mediante Cytoscape 2.3.2 pluggin  especifico para especie
(http://www.cytoscape.org) se analizaron las redes de interés y se identificaron posibles genes candidatos en
rata.

1.3.- Tratamientos Farmacoldgicos

Uno de los objetivos de este trabajo era evaluar las modificaciones en la expresion de genes en
el hipocampo y la corteza de cultivos organotipicos y en células madre neuronales (NSC) por
distintos fArmacos antidepresivos que han demostrado diferencias temporales en el comienzo de la
eficacia clinica. Asi, se valor¢ el efecto de un inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina
(ISRS) la fluoxetina, un inhibidor dual de la recaptacién de serotonina y noradrenalina (ISRN), la
venlafaxina y un agonista parcial del receptor 5-HT4, el RS 67333. Debido a la alta toxicidad de la
dosis de 10puM de fluoxetina en los cultivos organotipicos y en las NSC, se incluy6 en el estudio un
segundo inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina, la paroxetina

1.3.1. Tratamiento de cultivos organotipicos

En el caso de tratamientos en secciones de cultivos organotipicos, se ensayaron dos dosis
diferentes 1pM y 10uM de cada farmaco durante 1dia, 3 dias y 7 dias. Todos los antidepresivos se
administraron en el medio de cultivo.

En la Figura 17 se muestra el diagrama de Gantt con la planificacién del tratamiento
farmacolégico de los cultivos organotipicos. El dia 1 corresponde a la realizacion del cultivo, su
estabilizacion durante 14 dias. Los tratamientos farmacolégicos realizados fueron fluoxetina 1uM;
paroxetina 1uM y 10uM; venlafaxina 1 pM y 10uM y RS 67333 1uM y 10uM durante 1, 3 y 7 dias.
Cada farmaco se diluye en medio de cultivo, el medio de los cultivos se cambi6 cada 2 dias
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afiadiendo nuevamente farmaco. Al finalizar el tratamiento farmacoldgico, las secciones se separan
manualmente de la membrana, se disecciona el hipocampo y la corteza y se almacenaron a -802C
hasta su utilizaciéon. Cada muestra de hipocampo y corteza analizada corresponde al pool de dos
rodajas de aproximadamente 150 um de espesor cultivadas en el mismo pocillo y sometidas al
mismo tratamiento.

ACTIVIDAD INICIO Dia
1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 21

Cultivo Organotipico 1

.
Fluoxetina-Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 1pM 14 j%?////////////////////%
Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 10pM 14 %////////////é//?///?%
Fluoxetina-Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 1uM 18 o
Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 10pM 18 %//////;

o
Fluoxetina-Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 1uM 20 %
7
Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 10pM 20 o
. Z
Extraccion 21 Z

Figura 17.- Diagrama de Gantt en el que se presenta la planificacién del tratamiento farmacolégico en
cultivos organtotipicos. El dia 1 corresponde a la realizacion del cultivo, del dia 1 al 14 su deja
estabilizar el cultivo y el dia 14 se comienzan los tratamientos: Fluoxetina 1pM o 10 pM;
Paroxetina 1uM o 10 pM; Venlafaxina 1pM o 10 pM y RS 67333 1uM o 10 puM. La extraccion
implica la separacion de los cortes de la membrana y el inmediato prcesamiento en funcion de la
técnica que se realizara a continuacion.

1.3.2. Tratamiento de los cultivos primarios de células madre neuronales de
hipocampo

En las NSC de hipocampo, se utilizé una dosis de 1 uM de cada uno de los farmacos, fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina y RS 67333 durante lhora, 4 horas, 16 horas, 1dia y 3 dias. Una vez
finalizados los tratamientos farmacolégicos, las células fueron procesadas para valorar la expresion
génica o para los estudios de inmunofluorescencia y proliferaciéon Figura 18

ACTIVIDAD INICIO Dia
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112131415 16 17

Cultive Primario de Hp 1

Fluoxetina-Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 1um 14 ////////

Fluoxetina-Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 1uM 16

:
7

Fluoxetina-Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 1uM 16 //%

Z

Fluoxetina-Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 1uM 16 é

Fluoxetina-Paroxetina-Venlafaxina-Rs67333 1uM 16 ’

Procesamiento 17

Figura 18.- Diagrama de Gantt en el que se presenta la planificacion del tratamiento farmacolégico en
cultivos primarios de células progenitoras de hipocampo. El dia 1 corresponde a la realizacién del cultivo,
desde el dia 1 hasta el dia 14 se deja estabilizar el cultivo y el dia 14 se comienzan los tratamientos: Fluoxetina
1pM; Paroxetina 1uM; Venlafaxina 1uM y RS 67333 1uM.

1.4.- Extraccion de ARNt y retrotranscripcion (RT)

La extraccion de ARN total (ARNt), tanto para secciones de tejido provenientes de cultivos
organotipicos, como para los cultivos primarios de células madre neuronales de hipocampo, se
realiz6 mediante el reactivo TRI Reagent® siguiendo las recomendaciones del fabricante.

1.4.1. Extracciéon de ARNt de los cultivos primarios de células madre neuronales de
hipocampo

En el caso de los cultivos primarios de células madre neuronales de hipocampo, se extrajo el
medio de cultivo, y las células se lisaron con TRI Reagent® (Figura 19) segtn la cantidad de células
(250ul para 300.000 células en placa de seis pocillos durante 5 min a T2 ambiente) se homogeneiz6
varias veces con pipeta y se recolecto en microtubos libres de RNAsa. Se afiadieron 200 pl de
cloroformo, se agit6 durante 15 s y se incub6 5 min a T2 ambiente. La fase acuosa, donde se
encuentra el RNA se obtuvo por centrifugé a 12000 rpm (13400 g) durante 15 min a 42C y se
transfirié a otro tubo libre de RNAsa con 500 ml de isopropanol. El RNA se precipité incubando
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durante 10 min a temperatura ambiente y centrifugando a 12000 rpm (13400 x g) durante 10 min
a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y el pellet con el RNA se lavé con etanol al 75% (en H20-DEPC) y
se centrifugé a 12000 rpm (13400 g) durante 5 min a 4 2C. El RNA se dejo secar, se disolvié en 25 pl
de H20 DEPCes. Una vez extraido, el ARN se incub6 con ADNasa I (0,5 mg/ml) durante 30 minutos
a 37°C para prevenir la posible contaminacién de ADN. La integridad del ARN obtenido se
comprobé mediante gel de agarosa al 1%. La concentracién y pureza del ARN total se determind
midiendo el ratio de absorbancia 260/280 nm de las alicuotas de ARN precipitadas con etanol,
utilizando el espectrofotometro NanoDrop (ND-1000 Spectophotometer) (NanoDrop
Technologies), para estudios de PCR el ratio debe estar entre 1.6-2. En todas las muestras, tanto de
cultivos organotipicos como de cultivos primarios y tanto tratadas como sin tratar, la cantidad de
ARN obtenida fue similar (0,5pg/ml).

Muestra
|.._TriReagent (Trizol)
*= Qoroformo

<5
¥

—
Isopropanol
Fase
Fase Acuosa P i II:; { Precipimar | ravar |—» ARN
Faze
Intermedia Etanol

sow |y Lo e bdn
Fase Orginica Proteina I" \_T_&‘Pmupmr]-[ Lavar I—ppmm’a

Isopropanol

Figura 19.- Esquema de protocolo de extraccién de ARN, ADN y proteina con TRI Reagent®.

1.4.2. Extraccion de ARNt del hipocampo y la corteza de los cultivos organotipicos

En el caso de los cultivos organotipicos, la disgregacion del tejido y la lisis de las células se
realizé6 en TRI Reagent® (Sima T9424) con un homogeneizador manual en microtubos libres de
RNAsa, utilizando la relacién 1mg de tejido/10ul de TRI Reagent® para cada pool de hipocampo
y/o corteza durante 5 min a T2 ambiente. A partir de este punto el proceso es igual al descrito en el
caso de los cultivos primarios de células madre neuronales de hipocampo.

1.4.3. Retrotranscripcion (RT)

La retrotranscripciéon (RT) se realiz6 mediante cebadores aleatorios (“random hexamer
primers”) utilizando 600 ng de ARN total como molde y el kit High Capacity cDNA Reverse (Applied
Biosystems), donde se siguieron las recomendaciones del fabricante, los ciclos de tiempo y
temperatura se especifican en la Tabla 9.

Tabla 9.- Programa de termociclado para RT optimizado para la utilizacién del High Capacity
c¢DNA Reverse para un volumen de reaccién de 20pl en el termociclador Thermal Cycler 2720 de
Applied Biosystems.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4

37

Temperatura (2C) 25

Tiempo 10 min 120 min 5 min o

1.5.- Determinacidon de la expresion génica mediante PCR en tiempo real
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Tras la retrotranscripcion, el ADN complementario (ADNc) se diluyd (1:10) en agua milliQ
estéril y se utilizé como molde en los ensayos de PCR en tiempo real. Las secuencias de ARNm se
obtuvieron por medio de busqueda bibliografica y del GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). Los cebadores se disefiaron utilizando el programa
Primer Express y todos ellos se seleccionaron de modo que entre el cebador directo y el inverso
hubiera una secuencia intrénica para asegurar la ausencia de contaminacién gendémica. Las
secuencias de los cebadores utilizados en esta tesis se indican en la Tabla 10.

Tabla 10: Secuencias de los cebadores utilizados en este estudio asi como su nimero de acceso en GenBank.

Nombre del gen Simbolo Secuencia 5’-3’ # Acceso

[-catenina Ctnnb1 f: TGAAGGTGCTGTCTGTCTGC NM_053357,2
r: GCTGCACTAGAGTCCCAAGG

Axinl Axinl Rn_Axin1_1 SG Quantitect Primer Assay (QIAGEN) NM_024405.1

Axin2 Axin2 Rn_Axin2_1 SG Quantitect Primer Assay (QIAGEN) NM_024355.1

Jun oncogen Jun f: AAGAACACAAAGCAGGGAGG NM_021835.3
r: GGGAGTTCATCCGCAATCTA

c-myc Myc f: CAGGCCCTGTGAGCGAT NM_012603,2
r: CTTTCTTCGGTTTCTGCACTT

Ciclina D1 Cend1 f: CACAACGCACTTTCTTTCCA NM_171992.2
r: GACCAGCCTCTTCCTCCAC

Notch1 Notchl f: AGCCCCTCTCCATTAAAAACA NM_01105721.1
r: CCGCCTTACAGGACACATTGA

VEGF VEGF f: CCCTGGCTTTACTGCTGTAC NM_031836.1
r: TCTGAACAAGGCTCACAGTG

Ppary Pparg f): AGGATTCATGACCAGGGAGTT NM_013124.1

r): AGCAAACTCAAACTTAGGCTCCAT

Como marcador de fluorescencia en los ensayos de PCR en tiempo real se utilizé SYBR® Green
contenido en la Master Mix PCR (Applied Biosystems® 4309155) y la amplificacién se realizo6 en el
termociclador Abi Prism 7500(Applied Biosystems®).

Las condiciones de trabajo utilizadas en los ensayos de PCR fueron:
502C durante 2 minutos (activacién de la Taq polimerasa).
952C durante 10 minutos (desnaturalizacién del ADN).

40 ciclos de 15 minutos a 952C y 1 minuto a 602C (desnaturalizacién, elongacién e
hibridacién).

15 segundos a 952C, 20 segundos a 602C y 15 segundos a 952C (curva de disociacién para
comprobar que los cebadores son especificos del fragmento que se desea amplificar).

Los incrementos en fluorescencia producida durante el proceso de amplificacién se analizaron
con el programa Sequence Detector. Como gen de referencia para la normalizacién se utiliz6 la
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH), al ser el gen que permanecié mas estable en las
distintas condiciones experimentales.
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1.6.- Ensayos de inmunofluorescencia

1.6.1.- Ensayos de inmunofluorescencia en cultivos primarios de progenitoras
neuronales de hipocampo

1.6.1.1. Preparacion de cubreobjetos de 12 mm

Los cubreobjetos se mantuvieron en etanol al 70% durante 24 hs, luego realizaron dos
lavados en H20 destilada, y se colocaron en placas de 12 pocillos, se les afiadié 1ml de laminina (10
pg/ml en PBS) y se dejé incubando durante 2horas a 372C en incubador. La laminina se retira y los
cubres recubiertos son lavados tres veces con H20 destilada, y posteriormente se dejaron secar
durante 30 min en la campana de flujo laminar con la placa destapada previamente a la siembra. A
las 24 horas de sembrar las células, se inician los tratamientos con antidepresivos segin el
esquema de la Figura 18

Al finalizar el tratamiento farmacologico, se retira el medio y se lavan las células dos veces con
PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se fijan con paraformaldehido al 4%
durante 1 hora a 42C y posteriormente se lava con PBS y se conservan en PBS a 42C hasta el inicio
del marcaje.

Para la inmunofluorescencia, las células se lavan tres veces durante 5 minutos en agitaciéon
con PBS y se incuban en solucién de bloqueo (0,2% de Triton X-100 al y 5% de suero de burro en
PBS, pH 7,4) durante 60 minutos a temperatura ambiente. Las células se incubaron con anticuerpo
primario anti-f3 catenina (mouse 1:500 BD Biosciences) toda la noche a 42C en agitacién en solucién
de bloqueo.

Los cultivos se lavaron 3 veces durante 5 minutos con agitacién en PBS y se incubaron durante
dos horas a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad, con el anticuerpo secundario
Alexa 568 Donkey anti-mouse (Alexa Fluor® 568 A10037) diluido (1:500) en solucién de bloqueo.

Tras tres lavados de 5 minutos en agitaciéon con PBS, las células se incubaron con DAPI (1
mg/ml) durante cinco minutos a temperatura ambiente, se lavaron de nuevo tres veces durante 5
minutos en PBS. Los cubreobjetos con las células se montaron sobre portas gelatinizados con
Vectashield. La especificidad de la reaccién fue controlada mediante la incubacién en paralelo de un
cultivo celular en ausencia del anticuerpo primario.

1.6.1.2. Fijaciéon e inmunofluorescencia

1.6.2.- Ensayos de inmunofluorescencia en cultivos organotipicos

Los ensayos de inmunofluorescencia en las secciones de cerebro, se realizaron por el sistema
de secciones libres flotantes utilizando secciones de 150 um de cultivos organotipicos.

Al finalizar los tratamientos farmacolégicos, las secciones de cerebro se lavaron tres veces en
200pl de PBS durante 5 minutos con agitacién y se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 1h
a temperatura ambiente. A continuacién, se lavaron de nuevo en PBS (tres veces en 200pl) y se
incubaron en Tritén X-100 al 1% en PBS durante toda la noche a 42C para su permeabilizacion. Tras
tres lavados de cinco minutos con 200ul de PBS, se incubaron durante treinta minutos a
temperatura ambiente con HCl 2N, se lavaron, se soltaron de sus respectivas membranas y se
incubaron posteriormente con tetraborato sédico 0,1M durante diez minutos a temperatura
ambiente. Tras otros tres lavados de 5 minutos en agitaciéon con 200ul de PBS, las secciones se
incubaron con la solucién de bloqueo (20% de albiimina sérica bovina (BSA) y 0,1% de Tritén X-
100 en PBS) durante una hora a temperatura ambiente y la incubacién con los anticuerpos
primarios se llev6 a cabo durante toda la noche a 42C en agitacién en 1% de suero de burroy 0,1%
de Trit6n X-100 en PBS. Se utiliz6 los siguientes anticuerpos primarios:

Anticuerpo monoclonal de conejo anti-Ki67 (1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

Anticuerpo monoclonal de cabra anti-Sox2 (1:200 Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
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Tras la incubacién con los anticuerpos primarios, las secciones se lavaron 3 veces durante 5
minutos en PBS con agitacién y se incubaron con los anticuerpos secundarios (Alexa 568 anti-
conejo; 1:1000 y Alexa 488 anti-cabra; 1:1000) durante tres horas a temperatura ambiente en 1%
suero de burro y 0,1% de Tritén X-100 en PBS.

Tras la incubacidn, las secciones se lavaron en 200ul PBS 1x cinco veces durante 5 minutos y
se incubaron con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1 mg/ml) durante cinco minutos a temperatura
ambiente, se lavaron tres veces durante 5 minutos 200pl de PBS y se montaron sobre portas
gelatinizados por el “método de montaje en puente” con Vectashield (Vector). La especificidad de la
reaccion fue controlada mediante la ausencia del anticuerpo primario en una de las secciones.

1.7.- Estudios de proliferacion in vitro de células progenitoras tratadas con
antidepresivos.

1.7.1- Preparacion para los estudios de proliferacion

Para cuantificar el ratio de proliferaciéon celular, utilizamos la cuantificacion de la
incorporacion de BrdU, mediante el Kit de quimioluminiscente Cell Proliferation ELISA, BrdU (Roche
Diagnostics). El fundamento de este test es la incorporaciéon de BrdU, un analogo de la pirimidina, a
las nuevas células sintetizadas ocupando el lugar de la timidina. Después de esta incorporacién en
el ADN, el BrdU es detectado por quimioluminiscencia.

El protocolo seguido fue:

Las NSC de hipocampo se cultivan en una placa de 96 pocillos en medio de cultivo completo, a
una densidad de 10% células/pocillo, a 379C en una atmésfera del 90% humedad y con 5% de CO-.

Las células se trataron durante 1 h,4 h, 16 h, 24 hy 72 h con 1 uM de paroxetina, venlafaxina y
RS6733, en un volumen final de 100 ul/pocillo. Todos los experimentos fueron repetidos al menos
tres veces y cada farmaco y tiempo fue ensayado por triplicado en cada experimento.

Una vez finalizados los distintos tratamientos, se afiaden 10 ul/pocillo de 5-bromo-2-
desoxiuridina (BrdU) a una concentracion final de 10 pM y las células se dejan incubar 12 horas a
37°C.

Transcurrido este tiempo, se aspira el medio de cultivo de todos los pocillos y se afiaden 200
ul/pocillo de Fix Denat y se incuba 30 min a 15-25 2C con el fin de fijar las células.

A continuacion, se aspira el Fix Denat, se afiade 100 pl/pocillo de solucién del anticuerpo Anti-
BrdU y se incuba 2 h a 15-252 C. El Anti-BrdU se une asf al BrdU incorporado al ADN.

Finalmente, se realizan tres lavados con 200-300 ul/pocillo de solucién de lavado y se afiaden
100 pl/pocillo de solucién de revelado y se deja incubar 5 min a 15-25 2C.

La reaccidn se cuantifica con la medicién de la quimioluminiscencia usando un lector de
microplacas multidetector, Mithras LB 940.

Los valores de quimioluminiscencia obtenidos se correlacionan con la cantidad de sintesis de
ADN y por lo tanto, con la proliferacién de las células en los cultivos.

Como control de marcajes no especificos se usaron pocillos con medio de cultivo solo y células
incubadas con anti-BrdU en ausencia de BrdU.

1.8.- Determinacion de actividad transcripcional de PPARY.
1.8.1.- Obtencidn de extracto nucleary citosélico
La determinacion de la actividad transcripcional de PPARY se realizé en la fraccién nuclear de

los cultivos organotipicos tratados durante 7 dias con los distintos antidepresivos mediante kit de
ELISA (Cayman Chemical Europe). Después del tratamiento, las secciones fueron retiradas de los
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insertos y se incubaron en tampon de lisis durante 15 min a temperaturas ambientes y disgregadas
mecanicamente.

La extraccion de los nucleos, se realizé segin el método de Schreiber (1989) con algunas
modificaciones: se aislaron las muestras de corteza cerebral e inmediatamente se homogenizé el
tejido con una pipeta en 300uL de tamp6n HEPES 10mmol/L a pH 7,9 con c6ctel de inhibidores de
proteasas (Roche), EDTA (1mM), EGTA (1mM), KCl (10mM), NaF (5mM), NaV04 (1mM), sacarosa
(0.5M) y Na2Mo04 (10mM). Después de 15 minutos en hielo, se afiadi6 el detergente Nonidet P-40
(Roche) a una concentraciéon de 0,5%. Los tubos fueron cuidadosamente vorteados durante 15
segundos y se obtuvieron los ndcleos mediante centrifugacién a 4000g durante 5 minutos. Se
separaron los sobrenadantes que se volvieron a centrifugar 5 minutos a 13000g para aislar la
fraccién citosélica.

Los “pellets” nucleares restantes fueron resuspendidos en 100 uL de tampén suplementado
con 20% glicerol y KC1 0.4M, que se agitaron lentamente durante 30 minutos a 42C. Los extractos de
proteina nuclear fueron obtenidos tras centrifugacién a 13000g durante 5 minutos, alicuotados y
conservados a -802C hasta la deteccién y cuantificacion de la actividad transcripcional especifica de
PPARYy.

1.8.2.- Ensayo de actividad transcripcional de PPARy

Los extractos nucleares se incuban en una placa de 96 pocillos en la que estdn anclados
oligonucleétidos que contienen secuencias PPRE (5’-AACTAGGAAAGGTCA-3’) de tal manera que el
PPAR activado se une a estas secuencias PPRE, y el resto de proteinas se eliminan tras un lavado.
Las tres isoformas de PPAR se unen a las mismas secuencias PPRE, por lo que se hace necesario un
segundo paso consistente en un ELISA indirecto para confirmar la presencia de la isoforma y. La
union del anticuerpo primario especifico anti-PPARy se revela con un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP; horseradish peroxidase). Al afiadir el sustrato de la
peroxidasa se genera un producto coloreado cuantificable por espectrofotometria a 450 nm
(Synergy2, BioTeK). La medicion se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este
ensayo es especifico para PPARy y no reacciona de forma cruzada con otras isoformas de PPAR.

2.-Estudios en humano: Estudio de Genotipado
2.1.- Disefo del Estudio

Se trata de un estudio caso-control. Los casos son adultos con un diagnéstico DSM-IV de
depresion (DD), depresién mayor (DM), Trastorno Bipolar (BPD) o Distimias (D). Los controles son
adultos sin diagnéstico de patologia neuropsiquiatrica; procedentes de una poblacién
representativa. El periodo de estudio fue de dos afos.

2.1.1- Tamaiio de la muestray cdlculos estadisticos de potencia.

Se captaron 1273 casos de pacientes y 2834 controles a través de 7 centros clinicos de
Granada, Barcelona (2), Valencia, Santander, Oviedo y Vitoria, todos ellos pertenecientes al
CIBERSAM. El tamafio de la muestra se consider6 suficiente para dar al estudio un poder estadistico
del 90% con un nivel de significacion de 0,05, y asumiendo las siguientes condiciones medias
conservadoras: la prevalencia de DM del 5%, la frecuencia de alelos = 0,5, la prevalencia del factor
ambiental = 0,35 (SLES), odds ratio para el factor ambiental = 2; odds-ratio de los factores genéticos
= 1,5; odds-ratio de interacciones GxE = 1,8. Los ejemplos de los cdalculos anteriores se han
desarrollado utilizando la QUANTO 1,1 software (Gauderman W], Morrison JM. QUANTO 1,1). El
estudio fue aprobado por el CEIC de Granada, coordinadores del estudio. Todos los sujetos
incluidos en el estudio fueron informados de la naturaleza del estudio y aceptaron su participacion
por escrito. El modelo de consentimiento informado se muestra en el ANEXO 1

2.2.2.- Criterios de inclusion

Los sujetos incluidos aceptaron por escrito su participacién en el mismo tras la informaciéon
por el médico. Los pacientes participantes fueron diagnosticados por un psiquiatra de alguno tipo
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de trastorno depresivo o trastorno bipolar segun criterios del DSM IV. Para el estudio de asociaciéon
se dividi6o a los pacientes en 5 categorias, todos los pacientes (TP), pacientes con depresion
(TD), en este grupo de incluyen todos los pacientes diagnosticados de algtin trastorno depresivo sin
incluir el trastorno bipolar, trastornos depresiones leves (F32.0), moderadas (F32.1), y graves con o
sin sintomas psicoticos (F32.2 y F32.3), trastorno depresivo no especificado (F32.9), trastorno
depresivo mayor (F32.x y F33.x) y trastorno distimico (F34.1), depresion mayor (F32.x y F33.x)
(DM), trastorno distimico (F34.1) (TDs) y el trastorno bipolar (F30.x; F31.0; F31.1; F31.2; F31.3;
F31.6; F31.8; F31.9; F31.x; F34.0) (TB).

2.1.3.- Variables demogrdficas

Se recopilaron datos sobre la edad, el sexo y la educacién (educacién limitada, primaria,
secundaria, mas alla de la educaciéon secundaria).

2.2.- Busqueda de polimorfismos

A partir de un exhaustivo estudio bibliografico se seleccionaron variantes genéticas
relacionadas con la via de sefializacion de Wnt/B-catenina que pudieran estar implicadas en
depresion mayor en humanos. Esta bisqueda se realizé en bases de datos publicas como Pubmed y
SNP del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information, EE. UU.), ALFRED, dbSNP, and
FastSNP. A partir de los datos existentes se gener6 el interactoma empleando el software Cytoscape
(Figura 20). Finalmente, los datos de microarrays publicados se cruzaron con los prote6micos
dando como resultado un conjunto de genes en los cuales hay interseccidn.

En la Figura 20 observamos el interactoma que integra informacion parcial obtenida en
diferentes experimentos o andlisis de expresién génica, presentando una recopilaciéon de las
relaciones de pareja que tomadas en conjunto, representan un grafo donde los nodos en negro son
los genes de interés, los nodos en gris son genes que actian como nexo de unidn, y los ejes son las
interacciones. El tamafo del nodo est4 relacionado directamente con el nimero de interacciones de
las que participa.

Probablemente polimorfismos de gran relevancia hayan quedado fuera de esta seleccidn, pero
la bisqueda finaliz6 en 2009, posteriormente se han identificado variantes muy interesantes, que
se pueden incluir en futuros estudios. La identificacién de polimorfismos y su posterior asociacién
es un proceso que previsiblemente continuara durante muchos afios.

2.3.- Extraccion de ADN

El ADN genémico de cada uno de los individuos analizados se obtuvo a partir de 10-20 ml de
sangre periférica. La extraccion del DNA se realizé segtin el método clasico de digestién enzimatica
con proteinasa K y purificacién con una mezcla de fenol: cloroformo: isoamilico, seguido de
precipitacidn con etanol. (Kunkel et al., 1982).

2.4.- Tecnologia MassARRAY (SEQUENOM) Realizada por el CEGEN

La tecnologia de MassArray (Sequenom; Figura 21) se basa en la deteccidn de los productos de
la reaccién de discriminacion alélica mediante MALDI-TOF. Existen dos estrategias de genotipado:
hME y IpleGold.

En ambos casos el proceso de genotipado consta de dos reacciones. En primer lugar se
amplifican fragmentos de ADN que contienen SNPs de interés mediante una PCR multiplex. A
continuacion se lleva a cabo la reaccién de discriminacién alélica, primera extension, fase en la que
se diferencian ambas estrategias.
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Figura 20.- Redes de genes de interés. Mediante Cytoscape 2.3.2 (http://www.cytoscape.org) se analizaron las
redes de interés y se identificaron las conexiones principales, a partir de alli se elabor6 la lista de SNPs.

En hME la discriminacién alélica se realiza mendiante una reaccién de minisecuenciacién que
genera productos alelo especificos que son generalmente entre 1 y 4 bases mas largos que el primer
MassEXTEND original. Con esta estrategia hME el nimero maximo de SNPs por ensayo es de 15
aunque la media se sitda en 8, ya que depende del nimero de SNPs candidatos para hacer el disefio
y la presencia de motivos en la secuencia, interacciones entre oligonucleétidos, etc.

En el caso de Iplex Gold todas las reacciones terminan tras una extensiéon de una base (Single
Base Extension, SBE). Para solucionar el problema de la pequefia separacién de masa entre
productos de SBE iPLEX Gold incorpora terminadores con masa modificada. La eficacia del disefio
de plexes aumenta debido al uso de una tnica mezcla de terminacién. Esta modificacién permite
genotipar hasta 36 SNPs por ensayo, con una media de 24 SNPs.

El uso de primer de extensién con distintas longitudes permite identificar los picos de los
productos de cada SNP. Las reacciones tienen lugar en placas de 384 pocillos y los productos de
dichas reacciones son transferidos de forma automatizada mediante un robot a la superficie del
chip que serd leido en el espectrometro, donde se pueden procesar hasta 10 chips
simultdneamente.
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Figura 21.- Esquema del proceso de genotipado SEQUENOM MassARRAYSystem®, que permite la medicién de
masa directa de acidos nucleicos.

3.- Calculos
3.1 Niveles de expresion génica

Antes de comenzar los ensayos se determiné la eficiencia para cada pareja de cebadores con
cantidades crecientes de una muestra de ADNc. La eficiencia se calcula representando los valores
de Ct frente al logaritmo de las concentraciones de ADNc utilizadas. Esto da una recta cuya
pendiente se utiliza en el calculo de la eficiencia mediante la ecuacién:

Eficiencia= (10-1/pendiente.1) x 100
Solo se utilizaron las parejas de cebadores cuya eficiencia fue superior al 90%.

Los resultados de RT-PCR se compararon por el “método del AACt” (Pfaffl, M.W. 2001). De este
modo, los niveles de ARNm de cada gen, normalizados frente a GAPDH se expresaron como 2-2Ct
mientras que el cambio relativo como consecuencia de los distintos tratamientos en los niveles de
ARNm de los genes estudiados frente a los de los animales sin tratar se determiné mediante la
ecuacion:

Cambio relativo = 2-3ACt
Donde:

ACt = (Ct gen-Ct GAPDH)
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AACt = (Ct gen-Ct GAPDH) muestras tratadas - (Ct gen-Ct GAPDH) muestras sin tratar
(Livak,K.J. 2001).

3.2.- Frecuencias alélicas y genotipicas
Las frecuencias alélicas y genotipicas se determinaron con las ecuaciones E1 y E2.
E2. Frecuencia del genotipo p2= A1A1/n

Frecuencia del genotipo 2pgq= A1A2/n
Frecuencia del genotipo q2= A2A2/n

E1. Frecuencia del alelo p= A1/2n
Frecuencia del alelo q= A2/2n

3.3.- Equilibrio de Hardy-Weinberg

Se analizé el cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para todas las variantes
genéticas analizadas en este estudio, en casos y controles Las ecuaciones que expresan el EHW en
términos algebraicos se muestran en la ecuacion E3.

La detecciéon de las desviaciones del EHW se realiz6 mediante la comparacién de las
frecuencias observadas y las esperadas mediante la prueba estadistica Chi cuadrado de Pearson
(x2; p<0,050), con el paquete estadistico R.2.10.0 (R Project for Statistical Computing)

E3. p+q=1
p2+2pgq+qg2=1

3.4.- Odds ratios

La razon de posibilidades (OR, por sus siglas en inglés: odds ratio) es una herramienta
estadistica/epidemioldgica que puede utilizarse para mostrar asociaciones entre entre dos
variables binarias. El calculo de OR requiere la disposicion de los datos en una tabla 2x2 (Tabla 9),
por lo que tienen que estar formateados en forma categérica (casos/controles).

Tabla 11. Datos generales de diseiio de una tabla 2 x 2.

Variable 1
[ si | no|
Si a b
Variable 2 -
c d
Utilizando esta tabla, la OR puede calcularse con una simple multiplicacién y divisién cruzadas, o
sea:

OR<1 indica una asociacién “protectora”, lo que significa que es poco probable que ocurra el evento.
OR=1 indica que no hay asociacién entre ambas variables.
OR>1 indica que hay una asociacion, siendo mas fuerte como mayor sea el nimero.

También se puede calcular el intervalo de confianza (95 % IC) para la OR proporcionando asf
un rango del valor verdadero esperado.

3.5.- Estudio de genotipado: analisis estadistico
Las variables continuas se presentan en forma de media * desviacidn estandar en las tablas y

media * error estandar de la media en las figuras, las variables discretas se muestran como
recuentos, porcentajes o mediana [intervalo intercuartilico].
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Las variables discretas se compararon utilizando la prueba de la x2. Las de variables continuas
se compararon con la prueba de la t de Student para datos no apareados bilateral o el analisis de la
varianza (ANOVA) para varias muestras, seguido de los post tests Student-Newman-Keuls (de
pruebas secuenciales) o Dunnett (T de comparaciéon miultiple en todos los pares que compara un
conjunto de tratamientos con una Unica media de control.. En todo los casos se acepté una p<0,05
como significativa.

3.6.- Estudio de asociacion: andlisis estadistico

Mediante la utilizaciéon de software SNPStats, para cada SNP, antes de realizar el estudio de
asociacion, comprobamos las frecuencias alélicas y el equilibrio de Hardy-Weimberg (HWE)
mediante un ajuste de X2. La hipotesis nula (HO) es que el SNP cumple con el HWE, por lo que
necesitamos obtener p-valores mayores a 0,05.

Para evaluar el factor genético de riesgo del alelo y la patologia se aplicé la razén de Momios u
odds ratio (OR). Se aceptaron como estadisticamente significativos todos los valores de p<0,05. El
analisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS 17.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
Estados Unidos). Para testar la hipdtesis nula de no asociacién entre genotipos y la variable
respuesta, llevamos a cabo un test de X2 con 2 grados de libertad.
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Parte A. Estudios de Expresion Génica

1. Efecto de los farmacos antidepresivos sobre la proliferacion celular

Como punto de partida al estudio del curso temporal de la expresion de genes implicados en la
regulacién de la neuroproliferancién/neuroplasticidad por farmacos antidepresivos (fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina y RS 67333), valoramos el efecto de estos farmacos sobre la proliferaciéon de
células progenitoras de hipocampo en cultivo y en el hipocampo de rodajas de cerebro en cultivo.

La proliferacion de células progenitoras de hipocampo en cultivo se valoro, mediante la
cuantificaciéon de la incorporacién de BrdU a las células en respuesta a 1 pM de cada farmaco. La
cuantificacion del BrdU incorporado se realizéd con el kit comercial de quimioluminiscencia The Cell
Proliferation ELISA, BrdU de Roche a 1, 4, 16, 24 y 72 horas del tratamiento farmacoldgico. Nuestros
resultados (ver Figura 22) muestran un incremento significativo en la incorporacién de BrdU a la hora del
tratamiento con todos los farmacos estudiados (143% fluoxetina, 163% paroxetina, 210% venlafaxina y
303% RS 67333; F=34,3; p<0,001; ANOVA). El RS 67333 es el farmaco que produce mayor incorporacion
de BrdU. A las 4 horas, sdlo las células tratadas con RS 67333 muestran un incremento significativo en la
incorporacién de BrdU respecto a las células sin tratamiento (173%; F=6,3; p<0,01; ANOVA). No se
observan diferencias en la incorporaciéon de BrdU a las 16 o 24 horas. A las 72 horas, las células tratadas
con RS 67333 muestran un segundo pico de incorporaciéon de BrdU (171%; F=6,3; p<0,01; ANOVA).

F=24,2 F=6,3 F=0,2 F=0,1 F=6,5
3501 p<0,001 p<0,01 ns ns p<0,01
*xfpv
2501
woxf

* *xfpv

fau

1h 4h 16 24 72
Tiempo (horas)

150+

Incorporaciéon de BrdU
(% vs control)

50-

[ Fluoxetina [J Paroxetina [ Venlafaxina HE RS 67333

Figura 22. - Curso temporal de la incorporacién de BrdU en cultivos de células progenitoras de hipocampo en
respuesta 1 uM de fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La incorporacién de BrdU se muestra en porcentaje
respecto a las células control (sin tratamiento). F=ANOVA del efecto de cada farmaco en un tiempo de tratamiento; **

p<0,01 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. p=paroxetina, v=venlafaxina Student-Newman-Keuls post
test entre los distintos farmacos.

La proliferacion celular en el hipocampo de las rodajas de cerebro en cultivo, se determiné mediante
inmunofluorescencia con el marcador Ki67, expresado en células en fase de division. Las células
progenitoras son marcadas con Sox-2. Un dia de tratamiento con 1 o 10 uM de fluoxetina, paroxetina,
venlafaxina o RS 67333, no producen cambios en la proliferacion (datos no mostrados). Siete dias de
tratamiento con 10 pM de venlafaxina o RS 67333 producen un claro incremento en el marcaje de ki67
respecto a las células sin tratamiento. La fluoxetina a una concentracién de 1 uM o la paroxetina 10 uM
durante 7 dias no produce un claro incremento en la proliferacidn celular en el hipocampo (ver Figura 23).
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C. control D. fluoxetina (1 uM)
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Figura 23.- Imagen representativa de la proliferacion celular en el giro dentado del hipocampo de cultivos de rodajas de
cerebro sometidos a tratamiento con 1 uM de fluoxetina o 10uM de paroxetina, venlafaxina o Rs76333 durante 7 dias. A, corte
histolégico sagital de cerebro de rata mostrando las distintas partes del hipocampo (CA1, CA2, CA3 y giro dentado, GD). B. Imagen
del GD con los nucleos marcados con DAPI, C. células control. D a F células tratadas con fluoxetina (1 uM), paroxetina, venlafaxina o
Rs7633 (10 uM). Los nucleos aparecen marcados con DAPI (azul, a, e, i, m y q). Las células progenitoras aparecen marcadas con Sox-
2 (verde, ¢, g, k, 0 y s). Las células en proliferaciéon aparecen marcadas con Ki67 (rojo, b, f, j, n y r). Triple marcaje de DAPI, Sox-2 y
Ki67 realizado con Image] (d, h, ], p y t). La barra de escala representa 50 pm en todos los casos.

2. Efecto de los farmacos antidepresivos sobre la expresion de genes implicados en
procesos de proliferacion/plasticidad

El efecto de los farmacos antidepresivos (fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333), sobre la
expresion de genes implicados en procesos de proliferacion/plasticidad (Axin-1 y Axin-2, Ctnnb1, c-Myc,
Jun, Ccnd1, Ppary, Notch-1y Vegf), se evalud, mediante la determinacién del nivel de RNAm de cada uno de
los genes, en células progenitoras inmortalizadas de hipocampo (CPH) de rata y en el hipocampo y la
corteza de cultivos de rodajas de cerebro de rata en respuesta al tratamiento con cada uno de los firmacos
objeto del estudio.

El nivel basal de expresion de cada gen en las CPH y en el hipocampo y la corteza de las rodajas de
tejido cerebral se valor6é mediante el AC: calculado, en las muestras sin tratamiento, como la diferencia de
Ctdel gen de interés con respecto a la Ct del gen calibrador o housekeeping (GAPDH). La determinacion del
nivel de expresién en C: de GAPDH no mostroé diferencias entre las células CPH Ct=21,1+0,8; el hipocampo
Ct=19,1£0,9 y la corteza Ct=18,7+0,9 de las rodajas de tejido cerebral (Figura 24).
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En las CPH se valor¢ el curso temporal de la expresion de cada gen a las 1, 4, 16, 24 y 72 horas de la
exposiciéon a 1 uM de cada farmaco (fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333). En las muestras de
cerebro, para cada uno de los fArmacos del estudio se valord, el curso temporal de la expresiéon de cada
gen alos 1, 3y 7 dias de tratamiento, en respuesta a 1 y 10 uM de cada farmaco, salvo para la fluoxetina
debido a que la dosis de 10 pM mostro una alta toxicidad en el cultivo organotipico.

2.1. Axin-1

2.1.1.- Expresion basal de Axin-1 en células progenitoras de hipocampo y en cerebro

En condiciones basales, las CPH expresan niveles de Axin-1 de ACi=1,4+0,2 con respecto al gen
calibrador (GAPDH). En hipocampo la expresion basal de Axin-1 fue menor AC=4,8+0,7 y similar a la
corteza y AC=4,6+0,7. Estos datos muestran una expresiéon de Axin-1, unas 3-3,5 veces inferior en
hipocampo y corteza al observado en los cultivos de CPH (Figura 25).

8-
F=69,8; p<0,001
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g — Figura 25.- Nivel de expresion basal de Axin-1 en cultivo de células
s progenitoras de hipocampo y en tejido de cultivos de rodajas de hipocampo y
f 4 de corteza. CPH: cultivo de células progenitoras de hipocampo. El nivel de
£ expresiéon génica se muestra en AC. F=ANOVA entre ACt de las CPH el
< 5l hipocampo y la corteza.

0-

CPH hipocampo corteza

2.1.2.- Modulacion de la expresion de Axin-1 por farmacos antidepresivos

2.1.2.1.- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

El tratamiento de las CPH con 1uM de paroxetina no modifica el nivel de expresién de Axin-1 (F=1,3;
ns; ANOVA efecto de cada farmaco a lo largo del tiempo) para ninguno de los tiempos estudiados (ver
Figura 26 y Tabla 12). Por el contrario, 1 uM de fluoxetina, venlafaxina y RS 67333 producen un
incremento significativo en la expresion de Axin-1 (F=22,7 p<0,001; F=23,2 p<0,001 y F=9,1 p<0,001,
respectivamente para fluoxetina, venlafaxina y RS 67333, ANOVA efecto de cada farmaco a lo largo del
tiempo, ver Figura 26). El curso temporal de la expresién de Axin-1 es distinto para los tres farmacos. El
tratamiento con fluoxetina o RS 67333 produce un incremento pequefio y no significativo en la expresion
del gen (27% y 30% respectivamente para fluoxetina y RS 67333) a las 4 horas, un pico maximo a las 16
horas (152% y 115% respectivamente para fluoxetina y RS 67333) y una progresiva caida de los niveles
de expresidn a partir de este tiempo hasta las 72 horas (Figura 26 y Tabla 12). Venlafaxina sin embargo,
produce un incremento significativo en la expresién de Axin-1 a la hora de tratamiento (93%)
manteniéndose la expresion elevada durante 16 horas (75%) para luego disminuir los niveles de
expresion progresivamente hasta los tres dias.
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3 p<0,001 p<0,05 p<0,001

Figura 26.- Curso temporal de la expresion de Axin-1
en células progenitoras de hipocampo en respuesta 1pM
de fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La
expresion de Axin-1 se muestra en valores de 2-45Ct | p<; p<
y p< ANOVA del efecto de cada farmaco respecto al tiempo
de tratamiento; *, * y * p<0.05 Dunnett post test para cada
farmaco vs el control. p< ANOVA del efecto de los distintos

LS EpvRs

Ahce

2

p<0.001

p<0.001

Axin-1 RNAm

<0001 farmacos en cada tiempo de tratamiento; $, $ y $ p<0.05

Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el control

@ fhorcins @ paroxerins @ ventstaxina @ ws 6135 para cada tiempo de tratamiento. §p<0,05 Student-

! . . . . . . Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos,

0 1 4 16 24 72 f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333
Tiempo (horas) para cada tiempo de tratamiento.

Tabla 12.- Curso temporal de la expresion de Axin-1 en células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresion de Axin-1 se muestra en valores de 244¢t,

Axin-1 células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,00 + 0,07 1,00 + 0,07 1,01 + 0,19 1,00 + 0,09 1,00 + 0,07
Fluoxetina® 0,89 + 0,10 1,27 + 0,11 2,52 + 0,18%%°¥Rs 133 + 0,11 0,99 + 0,16 22,7 0,001
Paroxetina® 1,04 + 0,05 1,03 + 0,01 0,95 + 0,03 1,03 + 0,01 0,89 + 0,02 1,3 ns
Venlafaxina’ 1,93 + 0,10%%fPRs 154 + 0,13*%%%° 175 + 0,01*%%PRs 102 + 0,02 0,97 + 0,12 23,2 0,001
RS 67333 1,20 + 0,17 1,30 + 0,16 2,15 + 0,13%%8fpv 1,08 + 0,18 1,05 + 0,12 9,1 0,001
F'=; p<®8 15,4 0,001 4,1 0,05 27,7 0,001 2,1 ns 0,9 ns

F=analisis de la varianza del efecto de cada farmaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": andlisis de la varianza entre e
efecto de los distintos fairmacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos fairmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento. $Student-
Newman-Keuls post test entre los distintos firmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento.

Resumen de la expresion de Axin-1en CPH
Fluoxetina, venlafaxina y RS 67333 producen un incremento significativo en la expresion de Axin-1
en las CPH. El mayor incremento en la expresion del gen se observa, a las 16 horas del tratamiento
de tratamiento con fluoxetina y RS 67333. Venlafaxina produce un efecto mas precoz sobre la
expresion de Axin-1 (Tabla 12).

2.1.2.2.- Cerebro

2.1.2.2.1- Fluoxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 pM de fluoxetina no modifica la expresion de Axin-1 en
el hipocampo (t=0,4; ns; t=0,7; ns y t=0,5; ns; respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento; t de
Student) ni en la corteza (¢t=0,1; ns; t=0,3; ns y t=1,2; ns, respectivamente para 1, 3 y 7 dias, t de Student
ver Figura 27 y Tabla 13).
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Figura 27.- Expresion de Axin-1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM de fluoxetina. La expresion de Axin-1 se muestra en valores de 224¢t, ps, ns y ns t de Student. ns ANOVA para 1
UM de fluoxetina entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento.
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2.1.2.2.2- Paroxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 o 10 uM de paroxetina no modifica significativamente
la expresion del Axin-1 ni en el hipocampo (F=0,5; ns; F=0,9; ns y F=2,2; ns respectivamente para 1, 3y 7
dias) ni en la corteza para ninguno de los tiempos estudiados (F=2,1; ns; F=0,5; ns y F=1,8; ns
respectivamente para 1, 3 y 7 dias, ver Figura 28 y Tabla 13)
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Figura 28.- Expresion de Axin-1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pM y 10 puM de paroxetina. La expresion de Axin-1 se muestra en valores de 224¢t, p< p<y p< ANOVA para 1y 3 dias
de tratamiento.

2.1.2.2.3- Venlafaxina

En el hipocampo, el tratamiento de los cultivos organotipicos con venlafaxina modifica de forma
significativa, dosis (F=17,2; p<0,01; F=4,4; p<0,05 y F=12,5; p<0,0,1; respectivamente para 1, 3y 7 dias de
tratamiento, ANOVA para las dosis) y tiempo dependiente (F=10,6 y F=15,5; p<0,01, respectivamente para
las dosis de 1 y 10 uM, ANOVA para 1, 3y 7 dias de tratamiento) la expresién de Axin-1. La administraciéon
de una dosis dnica o de 3 dosis, produce un ligero incremento de la expresion de Axin-1 significativo solo
con la dosis de 10 pM (16% y 19% respectivamente para 1y 3 dias de tratamiento, p<0,05 Dunnett post
test), 7 dias de tratamiento producen un mayor incremento de la expresion del gen, alcanzando los niveles
maximos de expresion con la dosis de 1 uM (41% y 40% respectivamente para 1y 10 uM; p<0,05 Dunnett
Student-Newman-Keuls post test; ver Figura 29 y Tabla 13).
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Figura 29.- Curso temporal y dosis-efecto de la expresion de Axin I en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de
cultivos de rodajas de cerebro en respuesta a 1uM y 10 pM de venlafaxina. La expresion de Axin-1 se muestra en valores de
284Ct p<; p<y p< ANOVA para 1, 3y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 Dunnett post test entre las dosis
de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada dosis &, & y &
p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.
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En la corteza (ver Figura 29 y Tabla 13), venlafaxina incrementa de forma significativa la expresion
de Axin-1 pero solo tras 7 dias de tratamiento con 10 uM (32%; F=11,4; p<0,001; ANOVA para las dosis;
ver Figura 29 y Tabla 13). Tres dias de tratamiento no modifican la expresion de Axin-1 (F=0,2; ns, ANOVA
para las dosis) y una dosis inica de 1 pM incluso disminuye la expresioén de Axin-1 (-22%; F =10,7; p<0,01,
ANOVA para las dosis).

2.1.2.2.4- RS 67333

El tratamiento de las rodajas de cerebro con RS 67333, modificé significativamente la expresion de
Axin-1 en el hipocampo sélo con la dosis de 10uM (ver Figura 30 y Tabla 13). La dosis de 1 uM de RS
67333 no modifica la expresion de Axin-1 (F=5,2; ns; ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento). Por el
contrario la dosis de 10uM produce un incremento, tiempo dependiente (F=16,8; p<0,01 ANOVA para 1, 3
y 7 dias de tratamiento), en la expresion de Axin-1 tras 3 dias (58%; p<0,05 Dunnett post test) y 7 dias de
tratamiento (69%; p<0,05 Dunnett post test).

En la corteza (ver Figura 30 y Tabla 13), el RS 67333, incrementa de forma tiempo dependiente, la
expresion de Axin-1. Como en el hipocampo, 1 pM de Rs76333 no modifica la expresidon de Axin-1 en la
corteza (F=0,9; ns ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento). La dosis de 10 pM incrementd de forma
tiempo dependiente (F=48,2 p<0,00, ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento) la expresion del gen (46%,
60%, y 145% respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento, p<0,05 Dunnett post test).
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Figura 30.- Curso temporal y dosis-efecto de la expresion de Axin-1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda)
de cultivos de rodajas de cerebro en respuestaa a 1uM y 10 pM de RS 67333. La expresion de Axin-1 se muestra en valores
de 224¢t, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett post test
entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada
dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

Resumen de la expresion de Axin-1 en cerebro
En tejido cerebral, tanto venlafaxina como RS 67333 incrementan la expresion de Axin-1. El efecto del RS
67333 es mas intenso y precoz (Tabla 13).

2.2.- Axin-2
2.2.1.- Expresion basal de Axin-2 en células progenitoras de hipocampo y en cerebro
En condiciones basales, no observamos diferencias significativas en el nivel de expresién de Axin-2

entre las CPH (ACt=4,6+1,3), el hipocampo (ACt=5,5+0,1), y la corteza (ACt=5,8+0,2; ver jError! No se
encuentra el origen de la referencia.).
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Tabla 13.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Axin-1 en hipocampo y corteza de cultivos de rodajas de cerebro de
rata en respuesta a 1uM de fluoxetina y 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias tratamiento. La
expresion de Axin I se muestra en valores de 284Ct

Axin-1 hipocampo 1dia Axin-1 hipocampo 3 dias
F= p<*

0 1puM 10 uM 0 1M 10 pM F=  p<*
Fluoxetina' 1,00 £ 0,05 1.03 + 0,03 04 ns Fluoxetina® 1,00 £ 0,03 1,03 + 0,03 0,7 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,05 1,05 + 037 1,08 + 0,07 05 ns Paroxetina® 1,00 + 0,03 1,01 + 0,02 1,00 + 0,05 09 ns
Venlafaxina” 1,00 + 0,05 0,90 + 0,01 1,16 + 0,02* 172 0,01 Venlafaxina* 1,00 + 0,03 1,01 + 0,07 1,19 + 0,02% 44 0,05
RS 67333% 1,00 + 0,05 1,01 + 0,03 1,17 + 0,05* 48 0,05 RS 67333% 1,00 + 0,03 1,03 + 0,01 1,58 + 0,03*%* 1684 0,001
F=; p<t4 03 ns 08 ns 09 ns F’s; ptt 05 ns 2,6 ns 119,3 0,001
Axin-1 hipocampo _1uM 10 uM

0 1puM 10 uM = p<* Fop<* F o op<®
Fluoxetina' 1,00 + 0,05 1,00 + 0,04 0,5 ns Fluoxetina 03 ns
Paroxetina® 1,00 + 005 094 + 0,01 1,07 £ 0,03 2,2 ns Paroxetina 08 ns 11 ns
Venlafaxina* 1,00 + 0,05 1,41 + 0,09*%'Rs& 140 + 0,05*%& 125 0,01 Venlafaxina 10,6 0,01 15,5 0,01
RS 67333% 1,00 £ 005 091 + 0,03 1,69 + 0,10**»% 28§ 0001 RS67333 52 ns 168 001
Fr=;pd 0,01 ns 205 0,001 14,5 0,001
Axin-1 corteza 1dia Axin-1 corteza 3 dias

0 1l 10 uM F=  p<* 0 1uM 10 uM F= p<*
Fluoxetina 1,00 £+ 0,03 1,02 £ 0,05 0,1 ns Fluoxetina® 1,01 + 0,10 1,12 + 0,22 0,3 ns
Paroxetina® 1,00 = 0,03 0,95 + 0,01 090 = 0,04 21 ns | Paroxetina® 1,00 £ 0,10 0,9 % 0,15 0,96 + 0,04 0,5 ns
Venlafaxina® 1,00 + 003 078 + 0,04* 1,06 + 0,06 107 0,01 Venlafaxina 1,01 + 0,10 0,96 = 0,20 0,94 + 0,10 0,2 ns
RS 67333% 1,00 £ 0,03 111 + 0,04% 146 + 0,01°%"& | §67 0,001 RS 67333% 1,00 + 0,10 1,09 + 0,01 1,60 + 0,02*%¢» | 299 0,001
F=;ptt 01 s 11 s 471 0001 Fimipet 0D 5 0.2 B3 N00]
Axin-1 corteza 7 dias Axin-1 corteza 1M 10 uMm

1pm 10 pm F i

Fluoxetina' 1,00 + 0,09 0,90 + 0,05 il ns Fluoxetina 41 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,09 1,00 + 0,04 0,93 + 0,04 1,8 ns Paroxetina 24 ns 2,1 ns
Venlafaxina® 1,01 + 0,09 1,00 + 0,04 1,32 + 0,15** 114 0,01 Venlafaxina 15 ns 3,1 ns
RS 67333" 1,00 £ 0,09 1,01 + 0,03 2,45 + 0,14*%"% 713 0,001 pgg7333 09 ns 42,8 0,001
F=; pst 0,0 ns 18 ns 39,3 0,001

F=andlisis de la varianza para cada farmaco respecto a la dosis. *p<0,05 Dunnett post test para las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. En el caso
de fluoxetina es t de Student. F": andlisis de la varianza para las distintas dosis respecto al tiempo de tratamiento, & Student-Newman-Keuls post test para las dosis de 1pM y
10puM respecto al tiempo de tratamiento y F”": anélisis de la varianza para cada tiempo y dosis respecto del firmaco, ¢ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos firmacos vs el
control en cada tiempo de tratamiento y SStudent-Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada
tiempo de tratamiento.

2.2.2.- Modulacion de la expresion de Axin-2 por farmacos antidepresivos
2.2.2.1.- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

La adicién al medio de cultivo de 1uM de fluoxetina o paroxetina no produce cambios significativos
en el nivel de expresion de Axin-2 (F=1,7 y F=2,3; ns, respectivamente para fluoxetina y paroxetina,
ANOVA del efecto de cada farmaco a lo largo del tiempo ver Figura 31 y Tabla 14).

Por el contrario, 1 uM de venlafaxina y RS 67333 producen un incremento significativo en la
expresion de Axin-2 en las CPH (79%, F=28,5; p<0,001 y 27%, F=3,2; p<0,05, respectivamente para
venlafaxina y RS 67333; ANOVA del efecto de cada farmaco a lo largo del tiempo), siendo el incremento
mayor con venlafaxina (p<0,05, Student-Newman-Keuls post test). El curso temporal del incremento de
la expresion de Axin-2 es similar entre estos dos farmacos, un incremento inicial en la expresion del gen a
1 hora de tratamiento, con una disminucién en el nivel de expresién a las 4 horas que se mantiene hasta
los 3 dias.

Resumen de la expresion de Axin-2 en CPH

El mayor incremento en la expresiéon de Axin-2 en las CPH se observa, para todas las condiciones
estudiadas, a 1 hora del tratamiento con venlafaxina (Tabla 14).

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidtrica



Resultados 78 Veronica Inés Vargas

Figura 31.-Curso temporal de la expresion de Axin-2 en
células progenitoras de hipocampo en respuesta a 1uM de
fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La expresion de
Axin-2 se muestra en valores de 224Ct, p<; p< y p< ANOVA del
efecto de cada farmaco respecto al tiempo de tratamiento; *, * y *
p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. p<
Ve ANOVA del efecto de los distintos farmacos en cada tiempo de
e tratamiento; $, $ y $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos
p<0.0s  farmacos vs el control para cada tiempo de tratamiento.§p<0,05

Student-Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos,
@ Floxeina @ venataxina @ Pparoxetna @ RS 67333 f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333 para
cada tiempo de tratamiento.

)

AAc

p<0.001

Axin-2 mRNA (2

0 1hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas

Tabla 14.- Curso temporal de la expresion de Axin-2 en células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresién de Axin-2 se muestra en valores de 224

Axin-2 células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,00 + 0,02 1,00 + 0,07 1,01 + 0,08 1,00 + 0,05 1,00 + 0,05
Fluoxetina® 0,96 + 0,02 1,05 + 0,05 0,83 + 0,08 1,12 + 0,10 0,96 * 0,10 1,7 ns
Paroxetina® 0,84 t 0,05 0,91 + 0,04 0,87 £ 0,00 0,92 + 0,03 0,99 + 0,03 2,3 ns
Venlafaxina® 1,79 + 0,10*%8fpRs 1,15 + 0,05* 1,20 + 0,03* 1,21 + 0,13* 1,20 + 0,13 28,5 0,001
RS 67333F¢ 1,27 + 0,16*%% 1,08 + 0,03 1,15 + 0,02 1,14 + 0,08 0,93 + 0,08 3,3 0,05
F'=; p<®8 18,5 0,001 3,3 0,05 9,6 0,01 1,8 ns 1,9 ns

F=analisis de la varianza del efecto de cada farmaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": analisis de la varianza entre e
efecto de los distintos farmacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento. §Student—
Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento.

2.2.2.2.- Cerebro

2.2.2.2.1- Fluoxetina

El tratamiento con 1 uM de fluoxetina de las rodajas de cerebro, sélo incrementa de forma
significativa, la expresién de Axin-2 en el hipocampo tras 7 dias de exposicién al farmaco (350%; F=1182;
p<0,001, ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento; p<0,05, Student-Newman-Keuls post test). 1 y 3 dias
de tratamiento con 1 uM de fluoxetina no modifican de forma significativa la expresion de Axin-2 en el
hipocampo (t=0,1; ns y t=2,2; ns respectivamente para 1y 3 dias, t de Student ver Figura 32 y Tabla 15).
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Figura 32.- Expresion de Axin-2 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta 1pM de fluoxetina. La expresion de Axin-2 se muestra en valores de 284Ct *** p<(,001 t de Student para la dosis de 1uM
en cada tiempo de tratamiento p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-
Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.
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En la corteza cerebral, 1 pM de fluoxetina no modifica la expresiéon de Axin-2 en ninguno de los
tiempos estudiados (t=2,2; ns; t=0,1; ns y t=0,2; ns respectivamente para 1, 3 y 7 dias, ver Figura 32 y
Tabla 15).

2.2.2.2.2- Paroxetina

En el hipocampo, una dosis tinica de paroxetina no modifica significativamente la expresién de Axin-2
(F=2,7; ns; ANOVA vs dosis). 3 y 7 dias de tratamiento con 1uM, pero no con 10 puM de paroxetina, incrementan
significativamente la expresion del gen (37%; F=9,3 p<0,05 y 40%; F=54,7 p<0,001 respectivamente para 3y 7
dias de tratamiento; ANOVA vs dosis; p<0,05 Dunnett post test, ver Figura 33 y Tabla 15).

En la corteza, el tratamiento con 1pM o 10 pM de paroxetina no modifica la expresiéon de Axin-2 para
ninguna de las dosis o los tiempos (F=0,8; ns; F=2,0; ns; y F=3,1; ns ANOVA vs dosis, respectivamente para 1,3 y
7 dias de tratamiento, ver Figura 33 y Tabla 15).
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Figura 33.- Expresion de Axin-2 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10puM de paroxetina. La expresion de Axin-2 se muestra en valores de 224¢t, p<; p<y p< ANOVA para 1,3y 7
dias de tratamiento con 1y 10 uM venlafaxina *, * y * p<0.05 Dunnett post test entre las dosis de 1pM y 10uM en cada tiempo de

tratamiento p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post test entre
los tiempos de tratamiento.

2.2.2.2.3- Venlafaxina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con venlafaxina modifica de forma significativa la expresion de
Axin-2 tanto en hipocampo como en corteza.

En el hipocampo, 1 uM de venlafaxina incrementa la expresién de Axin-2 de forma tiempo-dependiente
(F=25,3: p<0,001) siendo significativo a los 3 (37%; p<0,05 Student-Newman-Keuls post test) y 7 dias (146%;
p<0,05 Student-Newman-Keuls post test) de tratamiento. 10 uM del farmaco no produce modificaciones en la
expresion del gen para ninguno de los tiempos estudiados (ver Figura 34 y Tabla 15).
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Figura 34.- Expresion de Axin2 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10pM de venlafaxina. La expresion de Axin 2 se muestra en valores de 245¢t, p<; p<y p< ANOVA para 1,3y 7
dias de tratamiento con 1 y 10 uM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control
en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-

Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

En la corteza, de forma similar al hipocampo, 1 pM de venlafaxina incrementa de forma tiempo-
dependiente la expresiéon de Axin-2 (F=17,0: p<0,00; ANOVA vs tiempo) siendo significativo a los 3 y 7 dias
(61% y 68% respectivamente para 1y 3 dias; p<0,05 Student-Newman-Keuls post test). Con la dosis de 10 uM
se observa un incremento significativo con 1 dia y 3 dias de tratamiento (53%; F=4,9; p<0,05 y 34%; F=28,7;
p<0,001; ANOVA vs dosis) sin embargo el nivel de expresién alcanzado con tres dias es ya significativo con la
dosis de 1 uM (= 60%), (ver Figura 34 y Tabla 15).

2.2.2.2.-RS 67333

En el hipocampo, el tratamiento agudo de RS 67333, no modifica la expresion de Axin-2 (F=2,6; ns
ANOVA vs dosis). 3y 7 dias de tratamiento, por el contrario, incrementan la expresion del gen con la dosis
de 10 uM pero no 1 pM. El incremento observado con la dosis alta fue mayor a los 3 (352%; F=476,6;
p<0,001) que a los 7 dias (26%; F=18,6; p<0,001) de tratamiento (ver Figura 35 y Tabla 15).

En la corteza, el tratamiento durante 1 o 3 dias con el firmaco, no produce cambios en el nivel de
expresion de Axin-2 (F=0,7 y F=3,3; ns respectivamente para 1y 3 dias de tratamiento; ANOVA vs dosis;).
El tratamiento crénico durante 7 dias produce, por el contrario, un incremento significativo de la
expresion del gen con la dosis de 10 pM (228%; F=77,8; p<0,001, ANOVA vs dosis; ver Figura 35 y Tabla
15).
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Figura 35.- Expresion de Axin2 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10uM de RS 67333. La expresion de Axin 2 se muestra en valores de 224%, p<; p<y p< ANOVA para 1,3y 7
dias de tratamiento con 1y 10 uM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control
en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-
Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.
Resumen de la expresion de Axin-2 en cerebro
Todos los fAirmacos estudiados incrementan la expresiéon de Axin-2. En el hipocampo, el mayor
incremento se observa con RS 67333 y fluoxetina, siendo mas precoz el efecto del RS 67333. En la
corteza, el mayor incremento en la expresion de Axin-2 se observd con RS 67333, pero es mas tardio
que en hipocampo (Tabla 15).

2.3. Ctnnb1

2.3.1.- Expresion basal de Ctnnb1 en células progenitoras de hipocampo y en cerebro

En condiciones basales las CPH expresan niveles de Ctnnbl ACi=3,6+0,4 con respecto al gen
calibrador. En hipocampo la expresién basal de Ctnnb1 es mayor ACt=1,5+0,3 que en las CPH y similar a la
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corteza AC=1,5%0,3 (Figura 36). Estos datos muestran una expresiéon 2 veces menor de Ctnnbl en los
cultivos de CPH que en hipocampo o la corteza.

5.01 F=13.0; p<0.001
= 4.04
Kl
%‘3.0- Figura 36.- Nivel de expresion basal de Ctnnb1 en cultivo de células
€ progenitoras de hipocampo y en tejido de hipocampo y corteza de cultivos de
%'Z'U' 1 rodajas de cerebro. CPH: cultivo de células progenitoras de hipocampo,
5 10l F=ANOVA

0

CPH hipocampo Corteza

Tabla 15.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Axin 2 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetina y 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias. La
expresion de Axin 2 se muestra en valores de 222¢;

Axin-2 hipocampo 1dia Axin-2 hipocampo 3 dias

00 1 uMuM 10 pVuM = p<t 0 1yl 10puM F=  p<t

Fluoxetina' 1,00 + 0,07 1,01 + 0,04 0 ns Fluoxetina’ 1,00 + 0,03 1,08 + 0,07 22 ns
Parartiamina® 11,0006 Q08,07 0,98,97 800,02 09896 ®080 27  ns Paroxetina® 100 & 0,03 1,37 £ 010%% 107 : 004 93 005
Venlafaxina* 1,00 £ 0,07 1,00 £+ 0,03 125 + 028 02 5 Venlafaxina® 1,00 % 0,03 1,37 & 0,11*% 0,99 % 0,02 10,5 0,05
RS ABEAE3 I 1:0m,oe 200,07 0,988 ,00,02 09655 8000 26  ns RS 67333% 100 + 003 106 + 001 452+ 010+ EIGGROCOL
F; peh 0.0 s 09  ms 33 ns F7; pet 006 ns 51 005 7252 0001
Axin-2 hipocampo 7 dias

) 0 1w WuMyy = p<* » Fopt P pet
Fluoxetina’ 1,00 £ 0,08 450 & 0,17+¥wurs 1182 0,001 gy Fluoxetina 2264 0,001
Parpwgtipafinas 100 + 0,04 140 = 0,09%% 1,11 + 0,02 54,7 0001 gy Paroxetina 121 001 11 ns
Venlafaxina* 1,01 + 0,04 2,46 % 0,24%%pRs& 1,13 + 0,02 171 0,001 g7 Venlafaxina 253 0,001 19 ns
RS 6937533+ 1-“%:00 Oz%'ua “«9%199 01%103 1'”1‘.2!3 0:“%‘:5‘9*’ 18,6 0001 gy RS67333 TS 10 T T S

Frsip<i4 002 ns 1194 0,001 33 005

Axin-2 corteza 1 dia

1 MM 10 gRAum F= 1uM 10 pM F=

Fluoxetina® 1,00 £ 0,03 095 0,02 2,2 ns s Fluoxetina® 1,01 0,08 1,03 £ 0,10 0,1 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,03 1,00 + 0,02 0,97 + 0,08 08 ns s Paroxetina® 1,00 + 0,08 1,03 £ 0,05 094 + 0,01 2,0 ns
Venlafaxina® 1,00 = 0,03 092 * 0,14 1,53 & 025*% 49 005 )5  Venlfaxina® 100 & 0,08 1,61 & 0,03*%PR& 734 3 006*%" 287 0,001
RS G7983333% 100,00 :0D,03  0,99,95 GOIM02* 0,99,9 GOLLEU*S 07 ns s RS 67333™ 1,00 + 0,08 1,14 + 0,04 1,18 + 0,01%&% 33  ns
Frs;pt 001 ns 15  ns 86 001 F=;p<t® 0,1 285 0,001 129 001
Axin-2 corteza 7 dias

00 1 MM 10 APM F=  p<* o* F
Fluoxetina' 1,00 + 0,06 1,04 + 0,09 02 ns s Fluoxetina 12 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,06 1,12 + 0,06 1,08 + 0,04 31 ns s Paroxetina 17 ns 15 ns
Venlafaxina® 1,01 + 0,06 1,68 t 0,15%% 098 : 0,03 129 0012  Venlafaxina 170 0001 43 005
RS 6783¥33% 100,00 (£0M,06 10202 (29,25  3,28,28 GOUHRe 778 0001 01 RS67333 Sl

F=; petd 01 ns 41 0,05 317,7 0,001

F=andlisis de la varianza para cada formaco respecto a la dosis. *p<0,05 Dunnett post test para las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. En el caso
de fluoxetina es t de Student. F": analisis de la varianza para las distintas dosis respecto al tiempo de tratamiento, & Student-Newman-Keuls post test para las dosis de 1uM y
10pM respecto al tiempo de tratamiento y F”: andlisis de la varianza para cada tiempo y dosis respecto del firmaco, $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos farmacos vs
el control en cada tiempo de tratamiento y §Student-Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada
tiempo de tratamiento.

2.3.2.- Modulacion de la expresiéon de Ctnnb1 por farmacos antidepresivos

2.3.2.1.- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

Todos los antidepresivos incluidos en el estudio incrementan la expresion de Ctnnb1 en las CPH, el
curso temporal del efecto varia de unos firmacos a otros (ver Figura 37 y Tabla 16). La fluoxetina,
incrementa el nivel de expresion del gen a las cuatro horas de tratamiento (46%, F=47,1; p<0,001; ANOVA
vs tiempo) con posterior descenso a niveles basales a las 24 horas. La paroxetina, tiene un efecto mas
tardio que la fluoxetina, incrementa significativamente el nivel de expresiéon de Ctnnb1 a las 24 horas
(22%) y permaneciendo elevado hasta los 3 dias (21%; F=7,1; p<0,01, ANOVA vs tiempo) de la adiccién de
farmaco.

Por el contrario venlafaxina (F=40,0; p<0,001, ANOVA vs tiempo) y el RS 67333 (F=72,8 p<0,001,
ANOVA vs tiempo) tiene un efecto mas rapido y prolongado, con un pico de expresion a la hora (93% y
75% respectivamente par el RS 67333 y la venlafaxina), manteniéndose los niveles de expresion elevados
durante 24 horas, ver Figura 37 y Tabla 16).

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidtrica



Resultados 82

Veronica Inés Vargas

0,01
ossERS S

p<0,001

P01

p<0,001

Ctnnb1 mRNA (244

@® rFluoxetina ® Venlafaxina @ Paroxetina @ RS67333

0 1hora 4horas 16 horas 24 horas 72 horas

Figura 37.- Curso temporal de la expresion de Ctnnb1 en
células progenitoras de hipocampo en respuesta a 1uM de
fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La expresion
de Ctnnblse muestra en valores de 244¢;. p<; p<; p< y p<
ANOVA del efecto de cada farmaco vs el tiempo de tratamiento;
*, % *y * p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el
control. p<ANOVA del efecto de los distintos farmacos en cada
tiempo de tratamiento; $, $ y $ p<0.05 Dunnett post test entre
los distintos farmacos vs el control para cada tiempo de
tratamiento, §, §, § y § p<0,05 Student-Newman-Keuls post test
entre los distintos farmacos, f=fluoxetina, p=paroxetina,
v=venlafaxina y Rs=RS 67333 para cada tiempo de tratamiento.

Tabla 16.- Curso temporal de la expresion de Ctnnb1 en células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de
fluoxetina, paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresion de Axin [ se muestra en valores de 222¢,

Ctnnb1 células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,00 + 0,04 1,00 £ 0,04 1,00 £ 0,04 0,99 + 0,02 1,00 = 0,10
Fluoxetina® 1,00 + 0,13 1,46 + 0,09%%% 1,16 + 0,20*% 0,90 + 0,01 0,95 + 0,03 47.1 0,001
Paroxetina® 1,07 + 0,01 1,02 £ 0,06 0,94 + 0,02 1,22 + 0,05%% 1,21 + 0,05%%5Rs 71 0,01
Venlafaxina’ 1,75 #+ 0,11*%%* 161 + 0,07*%% 1,33 + 0,10*%% 1,27 + 0,08*% 1,16 + 0,02 40,0 0,001
RS67333% 1,93 £ 0,10%%% 136 + 0,09%%% 1,26 + 0,04*% 1,15 + 0,04%® 0,96 + 0,09 72,8 0,001
F'=; p<*8 58,3 0,001 41,8 0,001 7,7 0,01 29,3 0,001 3,3 0,05

F=analisis de la varianza del efecto de cada farmaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": andlisis de la varianza entre
e efecto de los distintos formacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento.
§Student-Newman-Keuls post test entre los distintos firmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento..

Resumen de la expresion de Ctnnblen CPH

Todos los farmacos incrementan la expresion de Ctnnb1 en CPH. Venlafaxina y RS 67333 producen el
efecto mas rapido e intenso sobre la expresion de Ctnnb1, (Tabla 16)

2.3.2.2.- Cerebro

2.3.2.2.1.- Fluoxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 uM de fluoxetina no modifica significativamente la
expresion de Ctnnb1 para ninguno de los tiempos estudiados en el hipocampo, (¢t=2,3; t=2,1 y t=0,3; ns
respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento). En la corteza, 1 y 3 dias de tratamiento con 1 uM de
fluoxetina no modifica significativamente la expresion de Ctnnb1 (t=1,6; y t=2,1; ns, respectivamente para
1y 3 dias de tratamiento) pero 7 dias de tratamiento produce un incremento significativo de la expresion

del gen (62%; t=3,5; p<0,05; ver Figura 38 y Tabla 16).

2.3.2.2.2.- Paroxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 uM de paroxetina no modifica significativamente la
expresion de Ctnnb1 para ninguna de las dosis en los tiempos estudiados ni en el hipocampo (F=1,1;
F=1,6; y F=1,4; ns respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento) ni en la corteza (F=1,5; F=1,8; y
F=2,1; ns respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento; ver Figura 39 y Tabla 16).
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Figura 38.- Expresion de Ctnnb1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pM de fluoxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de Ctnnb1 se muestra en

valores de 244¢, * p<0.05 t de Student. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada dosis & p<0.05 Student-Newman-
Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.3.2.2.3.- Venlafaxina

La venlafaxina incrementa la expresion de Ctnnb1 tanto en el hipocampo como en la corteza. En el
hipocampo, la administracidn tnica (1 dia) de venlafaxina no modifica significativamente la expresion de
Ctnnb1, ni con 1 pM ni con 10 pM (F=4,1; ns), aunque la dosis de 10 pM produce un ligero incremento en la
expresion del gen (22%; ns). Por el contrario, la administracién repetida durante 3 o 7 dias de venlafaxina
incrementa de forma significativa la expresién de Ctnnbl. 3 dias de tratamiento, incrementan de forma
dosis dependiente la expresion del gen con 1 pM (51%) y 10 puM (360%; F=17,1; p<0,001). El tratamiento
durante 7 dias incrementa la expresion de Ctnnb1 (F=15,2; p<0,01) mas que 3 dias con la dosis de 1 pM
(142% vs 51%) pero no con la dosis de 10 uM (54% vs 360%; ver Figura 40

Tabla 17.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ctnnb1l en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ctnnb1 se muestra en valores de 2AACt
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Figura 39.- Expresion de Ctnnb1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pM y 10pM de paroxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresiéon de Ctnnbl se
muestra en valores de 224, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05
Dunnett post test entre las dosis de 1pM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de
tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento..

En la corteza por el contrario, la venlafaxina no modifica la expresion de Ctnnb1 a dosis bajas (1 pM)
en ninguno de los tiempos estudiados (F=0,3; ns; ANOVA vs tiempo de tratamiento para 1 pM). La dosis de
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10 uM incrementa la expresion de Ctnnb1 de forma similar (F=0,8; ns; ANOVA para 10 uM vs tiempo de
tratamiento) en todos los tiempos estudiados (35%, (F=19,4; p<0,01), 29% (F=22,5; p<0,001) y 39%
(F=22,4; p<0,01) respectivamente para 1, 3y 7 dias de tratamiento ANOVA vs dosis para cada tiempo ver
Figura 40 y Tabla 16).
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Figura 40.- Expresion de Ctnnb1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10puM de venlafaxina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de Ctnnb1 se
muestra en valores de 224¢, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05
Dunnett post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de
tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

Tabla 17.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ctnnb1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de cerebro
de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 puM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias. La expresion
de Ctnnb1 se muestra en valores de 2AACt

0 1pM 10pM F=  p<* 0 1uM 10 uM F=  p<*
Fluoxetina' 1,00 + 0,07 0,94 + 0,13 23 ns Fluoxetina’ 1,00 + 0,02 1,15 + 0,04 21 ns
Paroxetina® 1,00 £ 007 053 % 0,21 117 + 027 R Paroxetina® 1,00 = 0,02 1,15 * 013 1,06 + 0,01 16 s
Venlafaxw:ia” 1,00 £ 0,07 1.03 + 0,21 122 + 027 41 ns Venlafaxina® 1,00 + 0,02 1,51 + 0,03*%% 460 + 0,98*% 117 0,001
:ff_fj‘i ;‘(;0 = 0':: Uz‘g; = Uf: 01951 * 0:51 18 ns RSE7333% 100 + 002 092 + 0,01 645 + 0,81** 1356 0,001
‘ ’ g ’ F=; phs 0,0 ns 128 0,001 552 0,001
0 1um 10 uM F=  p<* Foop<t F op<t
Fluoxetina' 1,00 + 0,04 0,98 * 0,02% 03 ns Fluoxetina 1,9 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,04 0,96 + 0,01 1,09 + 0,09 1,4 ns Paroxetina 2,8 ns 0,7 ns
Venlafaxina” 1,00 + 0,04 2,42 + 0,55*%eR& 154 + 0,04*%° 152 0,01 Venlafaxina 76 001 11,0 005
RS 67333% 1,00 = 0,04 1,2 + 0,03 1,3 + 0,08% 80 0,05 RS 67333 17,2 0,001 42,9 0,001
F'=; p<ts 0,0 ns 266 0,001 131 001
Ctnnb1 corteza 1dia
1] 1umM 10 uM F= p<* 0 1um 10 uM F= p<*
Fluoxetina' 1,00 + 0,02 1,06 + 0,04 1,6 ns Fluoxetina' 1,00 + 0,04 090 % 0,07 2,1 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,02 090 + 0,08 1,23 + 0,48 15 ns Paroxetina® 1,00 + 0,04 096 + 018 1,00 £ 0,02 1,8 ns
Venlafaxina® 1,00 + 0,02 097 + 0,01 1,35 + 0,08* 194 op1 Venlafaxina® 100 + 004 1.04 + 0,01 1,29 + 0,03*% 22,5 0,001
RS67333% 1,01 = 0,02 098 + 0,03 117 + 0,14 15 ns RS67333% 101 + 004 0,90 + 0,04 1,50 + 0,10*% | 70,5 0,001
Fr'; pess 0,0 ns 19 s 04 ns F=; pet? 0,0 ns 2,3 ns 184 0,001
Ctnnb1 corteza 7 dias Ctnnb1 corteza 1M 10 uM
0 1M 10 uM F=  p<* Fop<t F p<t
Fluoxetina' 1,00 = 0,05 1,62 + 0,27*%% 35 005 Fluoxetina 19,8 0,001
Paroxetina® 1,00 = 0,05 1,05 + 0,01 094 + 001 2,1 ns Paroxetina 19 ns 09 ns
Venlafaxina® 1,00 0,05 1,04 £ 0,12 1,39 + 0,04* 224 001 venlafaxina 03 ns 08 ns
RS67333“ 100 + 0,05 0,95 + 0,12 3,80 + 056*%R& 796 0,001 pgg7333 04 ns 198 0,001
F'=; p<s 0,0 ns 37 005 225 0001

F=andlisis de la varianza para cada farmaco respecto a la dosis. *<0.05 Student-Newman-Keuls post test para las distintas dosis en cada firmaco. F": andlisis de la
varianza para cada farmaco y dosis respecto al tiempo de tratamiento, & p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos tiempos. F"": analisis de la varianza para
cada dosis y tiempo respecto al firmaco, $ p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos farmacos.
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2.3.2.2.4.-RS 67333

En el hipocampo, la administracion tnica de 1 uM o 10 uM de RS 67333 no modifica la expresion de
Ctnnb1 (F=1,9; ns). Por el contrario, la administracién repetida durante 3 o 7 dias incrementa de forma
significativa la expresién de Ctnnb1. Con 3 dias de tratamiento, observamos un incremento significativo en
la expresion del gen con la dosis de 10 pM (545%; F=135,6; p<0,001) pero no con la de 1 uM. 7 dias de
tratamiento con RS 67333, incrementan significativamente la expresion de CtnnbIcon la dosis de 10 pM
(30%; F=60,9; p<0,001). El incremento observado fue menor con 7 que con 3 dias de tratamiento (Figura
41y Tabla 16).En la corteza, observamos un incremento tiempo dependiente (F=19,8; p<0,001; ANOVA vs
tiempo de tratamiento) en la expresion de Ctnnb1 con la dosis de 10 uM (17%; ns; 50%; F=70,5; p<0,001 y

280% F=79,6; p<0,001 respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento ANOVA vs dosis (Figura 41 y
Tabla 16).)

Hipocampo Corteza
p<0,001  p<0,001
) 8 . ~—~ 8 ns p<0,001
g e Jm p<0.001 g 4] e 1da 4, P<0-001
S 27 T 3dias * W 27 W 3dias *
bt -k 7 dias -~ -4 7 dias *
<Zt <Z= p<0.001
I~ p<0,05 o
E 1Bl “Ins E 14 l——e 1
3 3
S S
S S
S o S o
0 1uM  10puM 0 1uyM  10uM
RS 67333 RS 67333

Figura 41.- Expresion de Ctnnb1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) en de cultivos de rodajas de cerebro
en respuesta a 1pM y 10uM de RS 67333 tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresiéon de Ctnnb1 se
muestra en valores de 224¢t, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 uM venlafaxina *, * y * p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento..

2.4. c-Myc

2.4. 1.- Expresion basal de c-Myc en células progenitoras de hipocampo y en cerebro

En condiciones basales, 1a expresion de c-Myc, con respecto al gen calibrador GAPDH, fue similar en
las CPH AC=10,6%0,4, el hipocampo (ACi= 10,1£1,1) y la corteza (ACi=11,3+0,4; ver Figura 42).

157 F=1;ns

— I Figura 42.- Nivel de expresion basal de c-Myc en cultivo de células
progenitoras de hipocampo y en tejido de hipocampo y corteza de cultivos de

rodajas de cerebro. CPH: cultivo de células progenitoras de hipocampo,
F=ANOVA.

o
s

c-Myc RNAm (ACr)
A

CPH hipocampo Corteza
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2.4.2.- Modulacion de la expresién de c-Myc por farmacos antidepresivos

2.4.2.1- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

Todos los antidepresivos incluidos en el estudio incrementan la expresidon de c-Myc en las CPH, pero
con un el curso temporal diferente. 1uM de fluoxetina incrementa progresivamente el nivel de expresion
de c-Myc desde 1 hora (92%,) hasta alcanzar el maximo a los 3 dias (276%; F=37,9; p<0,001). El
incremento en la expresion de c-Myc producido por paroxetina fue maximo a la hora (191%),
manteniéndose los niveles de expresion del gen elevados durante 3 dias (163%; F=37,9; p<0,001). Ambos
ISRS producen un incremento mantenido en la expresion del gen. La venlafaxina y el RS 67333 por el
contrario, producen un pico de expresion de c-Myc a las 4 horas del tratamiento (115%; F=24,8; p<0.001 y
112%; F=14,1 p<0.001; respectivamente para venlafaxina y RS 67333), recuperadndose el nivel de
expresion basal a las 16 horas (Figura 43y Tabla 18).

51 Figura 43.- Curso temporal de la expresion de c-Myc
en células progenitoras de hipocampo en respuesta a

4 #$8pYRs 1uM de fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333.
p<0,001 La expresion de c-Myc se muestra en valores de 2-4¢. p<;

34 *$§LVRs . SRS servRsy” <S§LRS P<; p<y p< ANOVA del efecto de cada farmaco vs el tiempo

p<0,001 de tratamiento; *, *, * y * p<0.05 Dunnett post test para
cada farmaco vs el control. p<ANOVA del efecto de los
distintos farmacos en cada tiempo de tratamiento; $, $y $

c-Myc mRNA (224¢

. "<2'221 p<0.05 Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el
L control para cada tiempo de tratamiento, §, §, § y § p<0,05
04 @ Fluoxetina @ Venlafaxina @ Paroxetina @ RS 67333 S,tUdent_Newman_K?UIS post teSt_ entre los dlS.tll'ltOS
. . . . . . farmacos, f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y

0 lhora 4horas 16horas 24horas 72 horas Rs=RS 67333 para cada tiempo de tratamiento.

Tabla 18.- Curso temporal de la expresion de c-Myc en células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresion de c-Myc se muestra en valores de 224ct

c-Myc células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,01 = 0,18 1,01 + 0,15 1,01 + 0,18 1,01 + 0,16 1,00 + 0,03
Fluoxetina 1,92 + 0,05*%PvRs 203 + 0,26*° 2,18 + 0,33*%vRs 233 + (,14*%Rs 373 4+ (,37*%%k 379 0,001
Paroxetina 2,91 # 0,00%%%Rs 246 + 0,44*5 2,65 + 0,28*%%Rs 265 + (,39%%vRs 263 + (,32*%%wRs | 153 (,001
Venlafaxina 1,10 * 0,24 2,15 + 0,19* 1,05 + 0,05 1,10 + 0,12 1,04 + 0,04 24,8 0,001
RS 67333 1,42 + 0,09% 2,12 + 0,10* 1,36 * 0,11 1,04 + 0,03 1,10 = 0,40 14,1 0,001
F'=; p<®s 90,3 0,001 13,5 0,001 342 0,001 43,5 0,001 52,3 0,001

F=analisis de la varianza del efecto de cada formaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": andlisis de la varianza entre e
efecto de los distintos farmacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento.
§Student-Newman-Keuls post test entre los distintos firmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento.

Resumen de la expresion de c-Myc en CPH

Todos los farmacos incrementan la expresion de c-Myc en CPH. El mayor incremento se observa a los tres
dias con fluoxetina (Tabla 18).

2.4.2.2.- Cerebro

2.4.2.2.1.- Fluoxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 pM de fluoxetina sélo incrementa significativamente la
expresion de c-Myc tras 7 dias de tratamiento, ambos en el hipocampo (261%; t=14,6; p<0,01, t de
Student) y en la corteza (505%; t=15,5; p<0,001; t de Student, ver Figura 44 y Tabla 19). Sin cambios tras
1 o 3 dias en el hipocampo (¢t=0,9; ns y t=1,9; ns, respectivamente para 1 y 3 dias de tratamiento, t de
Student) y en la corteza (t=1,5 y t=0,0; ns, respectivamente para 1y 3 dias).
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Figura 44.- Expresion de c-Myc en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM de fluoxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de c-Myc se muestra en
valores de 224¢;, *; * y * t de Student para 1, 3 y 7 dias de tratamiento para la dosis de 1uM en cada tiempo de tratamiento p< ANOVA
entre 1, 3y 7 dias de tratamiento para 1uM. &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.4.2.2.2.- Paroxetina

En el hipocampo (Figura 45), el tratamiento de las rodajas de cerebro con paroxetina incrementa do
forma dosis dependiente la expresion de c-Myc. Una administracién dnica de paroxetina producen los
maximos niveles de expresion del gen para las dos dosis estudiadas (46% y 171%; F=34,8; p<0,001,
respectivamente para 1 y 10 uM ANOVA vs dosis). Con 3 y 7 dias de tratamiento, la dosis de 1 uM produce
un incremento en la expresion de c-Myc igual al observado tras 1 dosis (F=2.8; ns; ANOVA vs tiempo). Por
el contrario, el incremento en la expresion de c-Myc con la dosis de 10 uM es maximo tras 1 dosis, siendo
el nivel alcanzado menor con 3 y 7 dias de tratamiento (174%, 109%, 57% y; %; F=8,9; p<0,01;
respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento ANOVA vs tiempo, ver Tabla 19 y Figura 45).

En la corteza (Figura 45), el tratamiento con paroxetina incrementa de forma dosis y tiempo
dependiente la expresion de c-Myc. El tratamiento agudo (1 dia) incrementa significativamente la
expresion del gen con 10 pM pero no con 1 pM de paroxetina (3% y 29%; respectivamente para 1y 10 pM
F=4,4; p<0,05; ANOVA vs dosis). Tres dias de tratamiento con paroxetina, incrementan de forma dosis
dependiente y significativa la expresion de c-Myc (25% y 43% respectivamente para 1y 10 uM; F=10,1;
p<0,01; ANOVA vs dosis). 7 dias de tratamiento produce un efecto similar al descrito con 1 y 3 dosis (45%
y 109%, F=13,1; p<0,01 respectivamente para 1 y 10 uM ANOVA vs dosis). S6lo 10 uM de paroxetina,
produce un incremento tiempo-dependiente en la expresidon de c-Myc en la corteza (F=30,2; p<0,001, ver
Tabla 19).

2.4.2.2.3.- Venlafaxina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con Venlafaxina, incrementa significativamente la expresion
de c-Myc en hipocampo y corteza.

En el hipocampo (Figura 46), una dosis tnica de venlafaxina incrementa la expresioén de c-Myc de
forma significativa sélo con la dosis de 10 uM (40%; F=5,3; p<0,05; ANOVA vs dosis). El tratamiento
durante tres dias, por el contrario, incrementa la expresiéon de c-Myc con 1 uM y 10 pM (46% y 109%j;
F=8,4; p<0,05; respectivamente para 1 y 10 uM ANOVA vs dosis). Finalmente, el tratamiento de las rodajas
de cerebro con venlafaxina durante 7 dias, incrementa de forma significativa la expresién de c-Myc con la
dosis de 1uM (46%) y 10 uM (54%; F=8,1; p<0,01; ANOVA vs dosis), el incremento observado con 7 dosis
de 10 pM fue menor al obtenido con tres dias de tratamiento. El incremento en la expresiéon de c-Myc
producido por venlafaxina, fue tiempo dependiente para las dosis de 10 uM (F=39,3; p<0,001, ANOVA vs
tiempo Tabla 19).
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Figura 45.- Expresion de c-Myc en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pM y 10pM de paroxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de c-Myc se muestra
en valores de 224¢, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 uM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1pM y 10puM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento..

En la corteza, el tratamiento con venlafaxina incrementa de forma dosis y tiempo dependiente la
expresion de c-Myc (Figura 46). Una dosis Uinica de venlafaxina incrementa la expresion de c-Myc de forma
significativa sélo con la dosis de 10 uM (100%; F=96,1; p<0,001; ANOVA vs dosis) pero no con 1 uM (14%;
ns; ANOVA vs dosis). 3 y 7 dias de tratamiento incrementan de forma dosis dependiente (66% y 134%;
F=4,7; p<0,05 y 45% y 146%; %; F=59,8; p<0,001 respectivamente para 1 y 10 uM durante 3 y 7 dias de
tratamiento, ANOVA vs dosis). Venlafaxina también incrementa de forma tiempo-dependiente la expresion
de c-Myc, tanto para la dosis de 1 pM como para la de 10 uM (F=31,2; p<0,01 y F=55,6; p<0,001,
respectivamente para las dosis de 1y 10 uM; ANOVA vs tiempo Tabla 19).
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Figura 46.- Expresion de c-Myc en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pnMy 10uM de venlafaxina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresién de c-Myc se muestra
en valores de 224¢;, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10puM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.4.2.2.4.-RS 67333

El tratamiento de las rodajas de cerebro con Rs6733, incrementa significativamente la expresién de c-Myc
en el hipocampo y en corteza (Figura 47).

En el hipocampo, el tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 uM de RS 67333, produce un incremento
significativo dosis y tiempo dependiente de la expresion de c-Myc (Figura 47). El efecto fue mayor con la dosis
de 10 puM para todos los tiempos estudiados (27% y 141%; F=73,6; p<0,001; 31% y 317% F=13,6; p<0,01 y
54% y 363%; F=245,5; p<0,001 respectivamente para 1 pM y 10 pM tras 1, 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs
dosis). La expresion de c-Myc fue mayor tras 7 dias de tratamiento que tras 1 dosis o tres dias con la dosis baja,
10 uM de RS 67333 producen el maximo incremento en la expresion de c-Myc a los 3 dias de tratamiento (F=8,1
p<0,05; F=8,9 p<0,01 respectivamente para las dosis de 1 uM y 10 uM ANOVA vs tiempo, Tabla 19).

En la corteza (Figura 47) al igual que ocurre en el hipocampo, el RS 67333, incrementa de forma dosis y
tiempo dependiente la expresiéon de c-Myc. La administracién tunica de RS 67333 so6lo incrementa
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significativamente la expresién de c-Myc con la dosis 10 uM (8% y 109%; F=27,5 p<0,001; respectivamente
paral pMy 10 uM, ANOVA vs dosis). 3 y 7 dias de tratamiento incrementa significativamente la expresion de c-
Myc con todas las dosis estudiadas (24% y 105%; F=36,4 p<0,001; y 45% y 427%; F=67,2 p<0,001
respectivamente para 1 pM y 10 uM, ANOVA vs dosis) el incremento fue mayor con 7 dias que con dosis nicas o
tres dias de tratamiento en todas las dosis estudiadas y significativo para las dosis de 10 uM (F=41,8 p<0,001
Tabla 19).
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Figura 47.- Expresion de c-Myc en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) en de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10puM de RS 67333 tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de c-Myc se muestra
en valores de 22ACt, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

Tabla 19.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de c-Myc en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias. La
expresion de c-Myc se muestra en valores de 224¢t

c-Myc hlpocampo 1dia c-Myc hlpocampo 3 dias

1pl 10 pM 1 10 uMm
Fluoxetina" 1,01 # 0,11 1,08 + 0,13 09 ns Fluoxetina' 1,00 + 0,08 092 £ 0,25 19 ns
paroxetina® 1,01 + 0,11 146 + 0,08* 271 + 0,22%%& 348 0001 PFaroxetina® 100 £ 0,08 1,46 + 0,13* 2,09 + 0,10** | 756 0,001
Venlafaxina® 1,01 + 0,11 1,13 + 0,09 1,40 £ 0,05%* 53 005 Vvenlafaxina® 100 = 0,08 1,46 + 0,13% 2,09 & 0,09*% 84 005
RS67333 101 + 0,11 1,27 + 0,04 241 + 0,00*%% 753 0001 RS67333 100 + 008 1,31 + 0,05* 417 + 1,15*% 136 0,01
F'=p<*® 001 ns 35 005 367 0,001 F'sip® po1 ns 31 ns 52 005
c-Myc hipocampo 1M __ 10 um

1y 10 pM Fop® F p<&
Fluoxetina” 1,01 = 0,12 361 ¢ 011539"""- 14,6 0,01 Fluoxetina 57,9 0,001
Paroxetina® 1,01 * 0,12 1,46 % 0,13** 1,57 £ 0,01%% 87 0,01 Paroxetina 02 ns 167 0,01
Venlafaxina” 1,01 + 0,12 1,46 + 0,12%% 1,54 + 0,01%% 81 0,01 Venlafaxina 2,8 ns 39,3 0,001
RS67333% 1,01 % 0,12 1,54 & 0,06*% 4,63 + 0,17*%»% 2455 0,001 RS67333 81 005 89 0,01
F'zp<t® 0,01 ns 858 0,001 250,6 0,001

c-Myc corteza 1dia c-Myc corteza 3 dias

10 pM F= 0 1uM 10 uM F=  p<*
Fluoxetina' 1,00 + 0,08 1,11 + 0,04 15 ns Fluoxeting® 1,00 + 0,05 1,01 £ 021 00 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,08 1,03 + 0,03 1,29 + 0,10* 4,4 0,05 Paroxetina® 1,01 + 0,05 1,25 & 0,05% 1,43 £ 0,090** 101 0,01
Venlafaxina® 1,00 + 0,08 1.14 + 0,04 2,00 + 0,04*%% 915 0,001 Venlafaxina’ 1,00 + 0,05 1.66 + 0,12*% 2,34 £ 0,12%% [ 47 0,05
RS67333% 1,00 + 0,08 1,08 + 0,07 2,09 + 0,17*%*% 275 0001 RS67333" 100 + 0,05 1,24 + 0,36* 2,05 + 0,28*% 364 0,001
F'=p<% 002 ns 11 ns 242 0,001 Fi=;p< 001 ns 68 0,01 141 0,001
c-Myccorteza  1uM 10 uM

1uM 10 pM F= F p* F p<&
Fluoxetina® 1,00 + 0,04 6,05 + 058%vt 15,5 D.DU:L Fluoxetina 65,9 0,001
Paroxetina® 1,00 + 0,04 1,45 + 0,24* 2,09 + 0,08%% 131 0,01 paroxetina 0,11 ns 30,2 0,001
Venlafaxina’ 1,00 + 0,04 1,74 £ 0,11** 2,46 £ 0,11%% 598 0,001 veniafaxina 313 001 556 0,001
RS67333™ 1,00 + 0,04 1,45 + 0,14* 527 + 0,47*%% (673 0,001 pse7333 1,8 ns 418 0,001
F'=p<t® 002 ns 51,2 0,001 599 0,001

F=andlisis de la varianza para cada farmaco respecto a la dosis. *<0.05 Student-Newman-Keuls post test para las distintas dosis en cada formaco. F": andlisis de la
varianza para cada farmaco y dosis respecto al tiempo de tratamiento, & p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos tiempos. F”": andlisis de la varianza para
cada dosis y tiempo respecto al farmaco, $ p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos fairmacos.

Resumen de la expresion de c-Myc en cerebro
Todos los antidepresivos estudiados incrementan la expresion de c-Myc en el hipocampo y en la corteza.
El mayor incremento se observé con RS 67333 tanto en hipocampo como en corteza. (Tabla 19).
2.5. c-Jun
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2.5.1.- Expresion basal de c-Jun en células progenitoras de hipocampo y en cerebro

En condiciones basales, 1a expresion de c-Jun, con respecto al gen calibrador GAPDH, fue similar en
las CPH ACt=7,4+0,5; el hipocampo (ACt= 6,1+0,5) y la corteza (ACt=6,9+0,1; ver Figura 48).

104 F=2,0;ns
e ® S —
<
g 6 Figura 48 .- Nivel de expresion basal de c-Jun en cultivo de células
g progenitoras de hipocampo y en tejido de hipocampo y corteza de cultivos de
H ] rodajas de cerebro. CPH: cultivo de células progenitoras de hipocampo,
s Ll F=ANOVA.

0

CPH hipocampo Corteza

2.5.2.- Modulacion de la expresion de c-Jun por farmacos antidepresivos

2.5.2.1.- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

De los antidepresivos incluidos en el estudio, sdlo venlafaxina y paroxetina incrementan, de forma
significativa, la expresion de c-Jun en las CPH (ver Figura 49). La fluoxetina y el RS 67333, no modifican
significativamente el nivel de expresion del gen para ninguno de los tiempos estudiados (ver Tabla 20). La
venlafaxina, produce un incremento precoz y significativo en el nivel de expresion de c-Jun a la hora de
tratamiento (41%; F=8,3; p<0,01; ANOVA vs tiempo). La paroxetina, produce un incremento menor, mas
tardio significativo a las 24 horas (27% y 29%, respectivamente para 16 y 24 horas; F=4,1; p<0,05;
ANOVA vs tiempo, ver Tabla 20).

201 Figura 49.- Curso temporal de la expresion de c-Jun en

células progenitoras de hipocampo en respuesta a 1uM de

£ 15 *$8EpRs fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La expresion
3 de c-Jun se muestra en valores de 2-24¢, p<; p<; p<y p< ANOVA
S’ del efecto de cada farmaco vs el tiempo de tratamiento; *, *, *y *
Z p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control.
E p<ANOVA del efecto de los distintos farmacos en cada tiempo
% 05 de tratamiento; $, $ y $ p<0.05 Dunnett post test entre los

distintos farmacos vs el control para cada tiempo de
tratamiento, §, §, § y § p<0,05 Student-Newman-Keuls post test
004 @ Fluoxetina @ Venlafaxina @ Paroxetina @ RS67333 entre los distintos farmacos, f=fluoxetina, p=paroxetina,
v=venlafaxina y Rs=RS 67333 para cada tiempo de tratamiento.

T T T T T T
) l1hora 4horas 16horas 24horas 72 horas

Resumen de la expresion de c-Jun en CPH

Venlafaxina y paroxetina incrementan la expresiéon de c-jun en las CPH. El mayor incremento se
observa tras 1 hora con venlafaxina (Tabla 20).

Tabla 20.- Curso temporal de la expresion de c-Jun en células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresién de c-Jun se muestra en valores de 224ct

¢- Jun células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,00 + 0,09 1,00 + 0,08 1,00 + 0,08 1,00 + 0,08 1,01 + 0,18
Fluoxetina 1,02 + 0,05 1,17 + 0,04 1,08 + 0,07 1,17 + 0,21 0,93 + 0,01 1,0 ns
Paroxetina 0,95 + 0,02 0,95 + 0,03 1,27 + 0,13* 1,29 + 0,10* 1,05 + 0,01 41 0,05
Venlafaxina 1,41 + 0,05*%§PRs 1,03 + 0,04 1,09 + 0,04 0,93 + 0,07 0,96 + 0,06 8,3 0,01
RS 67333 1,13 + 0,11 1,00 + 0,15 0,87 + 0,15 0,90 + 0,13 1,00 + 0,08 0,7 ns
F'=; p<*8 65 0,01 1,1 ns 2,1 ns 1,7 ns 0,7 ns

F=analisis de la varianza del efecto de cada farmaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": andlisis de la varianza entre e
efecto de los distintos farmacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos firmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento. §Student-
Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento.
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2.5.2.2.- Cerebro

2.5.2.2.1- Fluoxetina

El tratamiento de la rodajas de cerebro con 1 uM de fluoxetina 1, 3 y 7 dias, incrementa de forma
significativa y tiempo dependiente la expresién de c-Jun tanto en el hipocampo (F=44,5; p<0,001; ANOVA
vs tiempo) como en la corteza (F=70,6; p<0,001; ANOVA vs tiempo).

En el hipocampo, fluoxetina modifica significativamente la expresiéon del gen para 3 y 7 de

tratamiento, sin cambios tras 1 dosis (13%; ns, 63%; p<0,001 y 87% p<0,001, t de Student, ver Figura 50 y
Tabla 21).

En la corteza, el efecto de la fluoxetina sobre la expresiéon de c-jun es similar al descrito en el
hipocampo. 3 y 7 dias, pero no 1 dia, de tratamiento con 1 uM de fluoxetina incrementa de forma

significativa, la expresion de c-Jun (13%; ns, 34%; p<0,001 y 83% p<0,001, t de Student, ver Figura 50 y
Tabla 21).

2.5.2.2.2- - Paroxetina

Hipocampo Corteza
s ;]_ * 1dia o :1 * 1dia
g 2 M 3dias & sk g 2 -l 3dias & s
a8 -&- 7 dias s ) -&- 5 dias
< < *%
Z ns Z
T B s i T A R
5 5
= =
() 0 (¥} 0

0 1 uM 0 1 pM
Fluoxetina Fluoxetina

Figura 50.- Expresion de c-Jun en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM de fluoxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de c-/un se muestra en valores
de 284¢, *; *y * t de Student para 1, 3 y 7 dias de tratamiento para la dosis de 1puM en cada tiempo de tratamiento p< ANOVA entre 1,
3y 7 dias de tratamiento para 1uM. &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

En el hipocampo (Figura 51), la administracion aguda de paroxetina (1 dia) no modifica
significativamente la expresion de c-Jun (F=1,0; ns). El tratamiento de las rodajas de cerebro durante 3 o 7
dias, produce un incremento similar dosis dependiente y significativo de la expresién del gen (19% y 27%;
F=14,5; p<0,01 y 16% y 25%; F=15,4; p<0,01 respectivamente para 1 y 10 pM a los 3 y 7 dias de
tratamiento, ANOVA vs dosis, Tabla21). 10 uM de paroxetina incrementa de forma tiempo dependiente la

expresion de c-Jun, (0%, 27% y 25, F=8,9; p<0,05 respectivamente para 1 3 y 7 dias de tratamiento,
ANOVA vs tiempo, Tabla 21)

En la corteza, No se observaron cambios significativos en la expresién de c-Jun para ninguna dosis ni
tiempos estudiados. (Ver Figura 51 y Tabla 21).
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Figura 51.- Expresion de c-Jun en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pM y 10uM de paroxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de c-Jun se muestra
en valores de 224¢;, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 pM venlafaxina * * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento..

2.5.2.2.3- Venlafaxina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 pM y 10 puM de venlafaxina modifica de forma
significativa la expresion de c-Jun tanto en el hipocampo como en la corteza.

En el hipocampo (Figura 52), 1 uM de venlafaxina incrementan la expresion de c-jun solo tras 7 dias
de tratamiento no con 1 o 3 dosis (27%, Tabla 21). La dosis de 10 pM, incrementa de forma significativa el
nivel de expresion del gen con 1 dosis (53%; F=5,6; p<0,05, ANOVA vs dosis), 3 dosis (35%; F=9,8; p<0,01,
ANOVA vs dosis) y 7 dosis (36%; F=55,4; p<0,001, ANOVA vs dosis), el nivel de expresién es maximo con 1
dosis, dosis repetidas no incrementan mas en nivel de expresiéon de c-Jun que una dosis Unica. El
incremento de expresién del gen producido por venlafaxina es tiempo-dependiente (F=7,8; p<0,05 y
F=20,8; p<0,001; respectivamente para 1y 10 pM, ANOVA vs tiempo, Tabla 21).

En corteza (Figura 52), el efecto de venlafaxina sobre la expresion de c-Jun es similar al descrito en
el hipocampo para este farmaco, el nivel de expresidn fue mayor en la corteza que en el hipocampo. 1 pM
venlafaxina produce un incremento significativo la expresién de c-jun solo tras 7 dias de tratamiento
(20%). La dosis de 10 uM, incrementa de forma significativa el nivel de expresiéon del gen con 1 dosis
(108%; F=27,8; p<0,001, ANOVA vs dosis), 3 dosis (80%; F=57,7; p<0,001, ANOVA vs dosis) y 7 dosis
(80%; F=144,4; p<0,001, ANOVA vs dosis), el nivel de expresién es maximo con 1 dosis, dosis repetidas no
incrementan mas en nivel de expresion de c-Jun que una dosis Unica. El incremento de expresion del gen
producido por venlafaxina es tiempo-dependiente (F=5,1; p<0,05 y F=15,1; p<0,01; respectivamente para
1y 10 uM, ANOVA vs tiempo, Tabla 21).

Hipocampo Corteza
Eﬁ il ¢ lda § il ¢ ldi 0,01
< 3 B 3dias % 3. B 3dias p<0,05 p<0,
% - 7 dias S_ - 7 dias ¢ p<0,001
= 2 +& p<0,05 = 2 p<8'8gi
‘-‘é p<0,01 E & *&p< ’
= %% p<0,001 = A pe—2AZ ... |
5 5
o °© o
0 1M 10 uM 0 1 M 10 pM
Venlafaxina Venlafaxina
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Figura 52.- Expresién de c-Jun en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pM y 10puM de venlafaxina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de c-Jun se muestra
en valores de 224¢, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 uM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1pM y 10puM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.5.2.2.1-RS 67333

El tratamiento de las rodajas de cerebro con RS 67333, produce un incremento significativo y similar
de la expresion de c-Jun en hipocampo y corteza s6lo con dosis de 10uM.

En el hipocampo, la dosis de 1uM de RS 67333 no produce incrementos significativos de la
expresion de c-Jun en dosis tnicas, 3 dosis o 7 dosis. La dosis de 10uM de RS 67333, incrementa de forma
significativa y tiempo-dependiente (F=20,8; p<0,001; ANOVA vs tiempo) la expresién de c-Jun (22%;
F=6,7; p<0,05 dosis Unica, 169%; F=24,2 p<0,01 3 dosis y 622%; F=46,2; p<0,001 con 7 dosis, ANOVA vs
dosis ver jError! No se encuentra el origen de la referencia. y Tabla 21).

En la corteza, 10uM de RS 67333, incrementa significativamente la expresion de c-Jun con 3 (193%j;
F=224,1; p<0,001; ANOVA vs dosis) y 7 dias de tratamiento (304%; F=423,3; p<0,001; ANOVA vs dosis)
pero no con una dosis unica. El incremento fue tiempo-dependiente (F: 82,3 p<0,001; ANOVA vs tiempo).
Al igual que en el hipocampo, no observamos cambios significativos en el nivel de expresién de c-Jun en la
corteza con la dosis de 1uM de RS 67333 para ninguno de los tiempos estudiados, (ver jError! No se
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-~ & - 5
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< 3 * & < 3 p<0,001
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z z
p<0,001
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ST T p i P— .
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> >
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T T T T T T
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Figura 53.- Expresion de Axin2 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10pM de RS 67333. La expresion de Axin 2 se muestra en valores de 244¢t, p<; p<y p< ANOVA para 1,3y 7
dias de tratamiento con 1y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control
en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-
Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

encuentra el origen de la referencia. y Tabla 21).

Resumen de la expresion de c-Jun en cerebro

El mayor incremento en la expresién de c-Jun en el cerebro, se observé con la administracién
repetida (3 y 7 dosis) de 10uM RS 67333 tanto en hipocampo como en corteza, Tabla 21.

2.6. Ccnd1

2.6.1.- Expresion basal de Ccnd1 en células progenitoras de hipocampo y en cerebro

En condiciones basales, en las CPH expresan niveles de Ccnd1 de ACt=0,1+0,6 con respecto al gen
calibrador (GAPDH). En hipocampo la expresién basal de Ccnd1 fue menor ACi=5,7+0,3 que en las CPH y
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similar a la corteza y ACt=5,7+0,4. Estos datos muestran una expresién mayor de Ccnd1, unas 50 veces
superior, en los cultivos de CPH al observado en el hipocampo y en la corteza (Figura 54).

Tabla 21 .- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de c-Jun en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetina y 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1,3y 7
dias. I#nexpresién de c-firidgemiiestra en valores de 28Act

c-Jun hipocampo 1dia c-Jun hipocampo 3 dias

= o 1 10 um F= p<* 4.- Nivel de ednresion hasbiMde Ccnd1 dtwultiv = p<* ylas
Fluoxetina' 1,00 = 0,08 113 = 0,03 01 ns Fluoxetina' 100 + 0,05 163 + 0,11%mwes 83 0001 4o
parcftind 1,00 + o0 |INEHAN o NEN: - o000 Do ns | PntRTUANEE D5 138 SR TINT 00T s oot
Venlafaxina 1,00 + 0,08 0,98 * 0,17 153 + 0,13*%% 5 005 Venlafaxina’ 1,00 x 0,05 098 + 0,03 125 + o0s* | 83 oo P¥
rRs67335] 100 + 008 000000 o : - 002+ " 67 o005 RSE7333% 100 = 005 091 + 0,01 2,69 = 0,61%%% 242 0,01
F'=; p<se 001 ns 1,12 ns 8,8 0,01 F'=;p<*® 001 ns 60,0 0,001 142 0,001

—— e—
c-Jun hipocampo 1M 10 uM
0 1um 10 pMm F=  p<* F p<®* F p<t

Fluoxetina 101 & 0,04 1,87 & 0,175 86 0001 Fluoxetina 44,5 0,001
Paroxetina® 1,01 + 0,04 1,16 + 0,04* 1,25 + 0,03*% 154 001  Paroxetina 33 ns 89 005
Venlafaxina’ 1,01 £ 0,04 1,27 + 0,05%% 136 + 0,04% 554 0001  Venlafaxina 78 005 208 0,001
RS67333" 101 + 0,04 1,20 + 0,02% 7,22 + 156%%% 452 0001 RS67333 41 005 357 0,001
F'=; pesd 003 ns 62 0,05 684 0,001

c-Jun corteza 1 dia c-Jun corteza 3 dias

0 1pM 10 pM F= pet 0 1uM 10 uM F= p<t
Fluoxetina' 1,00 + 0,03 1,13 + 0,10 1,3 ns Fluoxetina' 1,00 + 0,05 1,34 + 0,08*wuna 62 001
Paroxetina® 1,00 + 0,03 1,1 £+ 0,01 1,00 £ 0,14 0,5 ns Paroxetina® 1,00 + 0,05 1,15 £ 0,09 0,90 % 0,12 26 ns
Venlafaxina® 1,00 + 0,03 0,85 + 0,07 2,08 + 037+%em& 278 0001 Venlafaxina’ 1,00 + 0,05 0,91 t 0,07 1,80 + 0,17*5%% 577 0,001
RS 67333% 1,01 + 0,03 1,00 + 0,04 1,11 + 0,12 07 ns RS67333% 100 + 0,05 0,90 + 0,07 2,93 & 0,21*%*™& 2241 0,001
Fs; pes® 033 s 07 ns 186 001 F'=p<™® 003 ns 193 0,001 117,7 0,001
cJun corteza__1uM 10 uM

0 1um 10 uM F=  p<* F pd F p<®*
Fluoxetina' 1,01 + 0,09 1,83 + 0,03#punsk 15,1 0,001 Fluoxetina 70,6 0,001
Paroxetina® 1,00 + 0,09 0,92 + 0,02 091 + 0,03 0,9 ns Paroxetina 07 ns 21 ns
Venlafaxina’ 1,00 + 0,09 1,20 + 0,06%%5°% 1,80 + 0,06*%% 1444 0,001 Venlafaxina 51 005 151 0,01
RS 67333% 1,00 + 0,09 1,10 + 0,12 4,04 + 0,21*%%R& 4333 0001 RS67333 49 ns 823 0,001
F'sip<* 0,03 ns 71,8 0,001 164,7 0,001

F=analisis de la varianza para cada farmaco respecto a la dosis. *<0.05 Student-Newman-Keuls post test para las distintas dosis en cada farmaco. F": andlisis de la varianza
para cada farmaco y dosis respecto al tiempo de tratamiento, &p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos tiempos. F": analisis de la varianza para cada
dosis y tiempo respecto al farmaco, $ p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos farmacos.

2.6.2.- Modulacion de la expresion de Ccnd1 por farmacos antidepresivos

2.6.2.1.- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

El tratamiento de las CPH con 1pM de fluoxetina (F=5,1; p<0,05; F: 82,3 p<0,001; ANOVA vs tiempo),
venlafaxina (F=6,1; p<0,01; F: 82,3 p<0,001; ANOVA vs tiempo) y RS 67333 (F=4,2; p<0,05; F: 82,3
p<0,001; ANOVA vs tiempo), pero no de paroxetina (F=0,7; ns; F: 82,3 p<0,001; ANOVA vs tiempo),
incrementan significativamente nivel de expresion de Ccnd1 pero con distinto curso temporal (Figura 55)

1 uM RS 67333 o venlafaxina incrementan la expresién de Ccnd1 de forma rapida a las 4 horas (40%;
y 35%, respectivamente para venlafaxina y RS 67333; F'=12,7; p<0,001; F: 82,3 p<0,001; ANOVA vs
farmaco), el incremento en la expresién del gen producido por venlafaxina, se mantiene elevado durante
16 horas. 1 pM de fluoxetina, produce un incremento de la expresién de Ccnd1 mas tardio, a las 16 horas
(50%; F'=8,5; p<0,01; ANOVA vs farmaco, Tabla 22).

2.0 Figura 55.- Curso temporal de la
expresion de Ccndl en células

#$.8pVRs progenitoras de  hipocampo en
15 SIS respuesta a 1uM de fluoxetina,
:;io,o 1 paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La
p<0,05 expresion de Ccnd1 se muestra en valores
p<0.05 de 2-48¢tp<; p<; p< y p< ANOVA del efecto
de cada farmaco vs el tiempo de

0.5 tratamiento; *, ¥, * y * p<0.05 Dunnett post
test para cada farmaco vs el control.
0.0 @ Fluoxetina @ Venlafaxina @ Paroxetina @ RS 67333 p<ANOVA del efecto de los distintos
farmacos en cada tiempo de tratamiento;
$, $ y $ p<0.05 Dunnett post test entre los
distintos farmacos vs el control para cada

Ccnd1 mRNA (242%Y

(') 1 h:)ra 4 hc;ras 16 h'oras 24 h'oras 72 h'oras
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Tabla 22.- Curso temporal de la expresion de Ccnd1 en células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de
fluoxetina, paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresién de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

Ccnd1 células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,00 + 0,07 1,00 + 0,03 1,01 + 0,04 1,00 + 0,04 1,00 + 0,10
Fluoxetina 0,99 + 0,02 1,04 + 0,01 1,50 + 0,16*%5PvRs 1,16 + 0,12 1,00 + 0,04 51 0,05
Paroxetina 1,10 + 0,07 1,20 + 0,03%5 1,10 + 0,01 1,14 + 0,05 1,26 + 0,23 0,7 ns
Venlafaxina 1,15 + 0,11 1,40 + 0,08*%t%P 1,26 + 0,04%%FRs 0,98 + 0,08 0,95 + 0,02 6,1 0,01
RS 67333 0,98 + 0,09 1,35 + 0,04*%5% 0,92 + 0,02 0,95 + 0,07 0,96 + 0,13 42 0,05
F'=; p<>s 1,0 ns 485 0,001 85 0,01 1,4 ns 34 ns

F=analisis de la varianza del efecto de cada farmaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": anélisis de la varianza entre
e efecto de los distintos formacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos firmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento.
§Student-Newman-Keuls post test entre los distintos firmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento.

Resumen de la expresion de Ccnd1 en CPH
La fluoxetina es el fArmaco que mas incrementa la expresion de Ccnd1, pero el efecto es mas tardio
que el obtenido con venlafaxina y RS 67333, (Tabla 22).

2.6.2.2.- Cerebro

2.6.2.2.1.- Fluoxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 pM de fluoxetina, incrementa la expresion de Ccnd1 en
el hipocampo mas que en la corteza con 7 dias tratamiento.

En el hipocampo, el incremento en la expresion de Ccnd1 por fluoxetina es significativo con 1 dia
(20%; t=4,1; p<0,05; t de Student), 3 dias (36%; t=8,6; p<0,01; t de Student) y 7 dias de tratamiento
(104%; t=10,5; p<0,001; t de Student). 7 dias de tratamiento con 1 uM de fluoxetina producen un efecto
mayor que 1y 3 dosis (F'=68,5; p<0,001; ANOVA vs tiempo, ver Figura 56 y
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Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresién de Ccnd1 se muestra en valores de 22¢t

).

En la corteza, s6lo se observa un incremento significativo en el nivel de expresion de Ccnd1 tras 7
dias de tratamiento (106%; t=41,5; p<0,001; t de Student) pero no con una (-10%; t=0,5; ns, t de Student)
o tres dosis de fluoxetina (11%; t=0,7; ns, t de Student). 7 dias de tratamiento con 1 pM de fluoxetina
producen un efecto mayor que 3 dosis (F'=38,1; p<0,001; ANOVA vs tiempo, ver Figura 56 y
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Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

Hipocampo Corteza
g *1 & 1dia & 1 & 1da
ﬂ 34 . 3 dias < 34 . 3 dias
) -& 7 dias ak -&- 5 dias
< < &
-4 Z 24 Hkk
=4 =4
=] =] s
~ ~ [ EEETRTTRPETP . [Tt i
= =
S 3 ns
Qo o
< 0- o 0-

0 1 uM 0 1 uM
Fluoxetina Fluoxetina

Figura 56.- Expresion de Ccnd1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM de fluoxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de Ccndl se muestra en
valores de 284Ct, *; *y * ¢ de Student para 1, 3 y 7 dias de tratamiento para la dosis de 1uM en cada tiempo de tratamiento p< ANOVA
entre 1, 3y 7 dias de tratamiento para 1uM. &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.6.2.2.2.- Paroxetina

El tratamiento con 1 uM o 10 uM paroxetina no modifica la expresién de Ccnd1 en el hipocampo, a
ninguno de los tiempos estudiados (F=2,0; ns, F= 1,5; ns y F=1,8; ns, respectivamente para uno, tres y siete
dias de tratamiento, ANOVA vs dosis) ni en la corteza (F=2,2; ns, F= 1,2; ns y F=1,7; ns, respectivamente
para uno, tres y siete dias de tratamiento, ANOVA vs dosis, ver Figura 57 y
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Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresién de Ccnd1 se muestra en valores de 22¢t
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Figura 57.- Expresion de Ccndlen el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1puM y 10pM de paroxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresiéon de Ccnd1se muestra
en valores de 224¢;, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 uM venlafaxina * * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.6.2.2.3.- Venlafaxina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con venlafaxina modifica de forma significativa la expresion
de Ccnd1 tanto en el hipocampo como en la corteza (Figura 58)

En el hipocampo, la venlafaxina incrementa significativamente la expresion de Ccnd1 de forma dosis
dependiente (22% y 44%; F= 23,1; p<0,01; 25%; y 57%; F= 42,2; p<0,001 y 56% y 111%; F= 792,2;
p<0,001 respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis. El efecto fue tiempo
dependiente y significativamente mayor con 7 dias de tratamiento (F'=11,3; p<0,01 y F'=133.9; p<0,001,
respectivamente para las dosis de 1 y 10 uM, ANOVA vs tiempo, ver Figura 58 y
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Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).
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Figura 58.- Expresion de Ccndlen el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10uM de venlafaxina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresién de Ccnd1se muestra
en valores de 224¢;, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 uM venlafaxina * * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

En la corteza, El efecto de la fue similar al descrito en el hipocampo. La venlafaxina incrementa
significativamente la expresion de Ccnd1 de forma dosis dependiente (14% y 49%; F= 23,1; p<0,01; 24%;
y 75%; F=173,3; p<0,001 y 44% y 104%; F= 147,8; p<0,001 respectivamente para 1, 3 y 7 dias de
tratamiento, ANOVA vs dosis). El efecto fue tiempo dependiente y significativamente mayor con 7 dias de
tratamiento (F'=63,2; p<0,001 y F'=60,3; p<0,001, respectivamente para las dosis de 1y 10 uM, ANOVA vs
tiempo, ver Figura 58 y
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Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresién de Ccnd1 se muestra en valores de 22¢t

).

2.6.2.2.4.-RS 67333

El tratamiento de las rodajas de cerebro con RS 67333 modifica significativamente la expresion de
Ccnd1 en el hipocampo y en la corteza, ver Figura 59.

En el hipocampo, RS 67333 incrementa de forma dosis dependiente y significativa la expresion de
Ccndl a 1 3 y 7 dias de tratamiento (21% y 84%; F= 248,9; p<0,001; 41%; y 197%; F=74,5; p<0,001 y
127% y 273%; F= 117,7; p<0,001 respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El
efecto fue tiempo dependiente y significativamente mayor con 7 dias de tratamiento (F'=24,8; p<0,001 y
F'=131,3; p<0,001, respectivamente para las dosis de 1y 10 pM, ANOVA vs tiempo, ver Figura 59 y
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Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).

En la corteza el efecto del tratamiento con RS 67333 sobre la expresion de Ccndl es similar al
descrito en el hipocampo, los niveles de expresion alcanzados fueron menores que en el hipocampo sobre
todo con 3 dias de tratamiento (19% y 56%; F= 119,7; p<0,001; 23%; y 65%; F=199,5; p<0,001y 47% y
176%; F= 56,4; p<0,001 respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El efecto fue
tiempo dependiente y significativamente mayor con 7 dias de tratamiento (F'=8,7; p<0,01 y F'=522,1;
p<0,001, respectivamente para las dosis de 1 y 10 uM, ANOVA vs tiempo, ver Figura 59y
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Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresién de Ccnd1 se muestra en valores de 22¢t
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Figura 59.- Expresion de Ccnd1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) en de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1puM y 10uM de RS 67333 tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresién de Ccnd1se muestra
en valores de 22ACt, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10puM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

Resumen de la expresion de Ccnd1 en cerebro

Fluoxetina, venlafaxina y RS 67333 incrementan la expresion de Ccndl, el efecto es mas precoz con
venlafaxina y RS 67333 que es el fArmaco que mds incrementa la expresion de Ccnd1,

Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccnd1 se muestra en valores de 22¢t
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Tabla 23.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Ccnd1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

1puM 10 pMm 1pum 10 uM F= p<*
Fluoxetina' 1,00 + 0,06 1,20 + 0,06%" 4,1 0,05 Fluoxetina’ 1,00 + 0,05 1,36 + 0,04*%%0v 86 0,01
Paroxetina® 1,00 + 0,06 0,98 = 0,03 1,05 + 0,03 20 ns Paroxetina® 1,00 + 0,05 0,98 0,03 092 + 0,03 15 ns
Venlafaxina® 1,00 £ 0,06 122 £ 0,12 144 & 0,03*%% 231 0,01 Venlafaxina® 1,00 + 0,05 1,25 + 0,07*%" 157 + 0,11*%% 422 0,001
RS 67333% 100 + 0,06 121 + 0,06 1,94 + 0,04*%° 2489 0,001 RS 67333 1,00 £ 0,05 1,41 + 0,07*% 297 & 0,35*%%% 745 0,001

= pt 0,02 ne 84 001 3208 0001 Foz;pets 003 ns 40,7 0,001 782 0,001

1M 10 uM F F
Fluoxetina' 1,00 + 0,07 2,04 = 0,16%%% 105 0,001 Fluoxetina 68,5 0,001
Paroxetina® 1,00 £ 0,07 0,94 £ 0,01 1,01 + 0,04 18 ns Paroxetina 07 mns 21 ns
Venlafaxina® 1,00 £ 0,07 1,56 = 0,18*%e% 2,11 £ 0,01*%% 793 0,001 Venlafaxina 11,3 0,01 139,3 0,001
RS 67333 100 + 0,07 2,27 % 037*%% 373 & ,03*%& 1177 0,001 567333 248 0,001 131,3 0,001
F'=; ptd 0,07 s 269 0,001 265 0,001

Cend1 corteza 1 dia Ccnd1 corteza 3 dias

0 1um 10 uM F= 0 1uM 10 um
Fluoxetina' 1,00 + 0,06 0,90 + 0,22 0,5 ns Fluoxetina' 1,00 + 0,06 1,11 £ 0,19 0,7 ns
Paroxetina® 1,00 £ 0,06 093 + 0,01 0,94 + 0,01 22 ns | Paroxetina® 100 + 006 1,12 & 0,01 1,05 £ 0,05 12 ns
Venlafaxina® 1,00 + 0,06 1,14 + 0,04 1,49 + 0,14%%% 231 01 Venlafaxina® 100 + 006 124 = 002** 1,75 + 0,06*** 1737 0,001
RS 67333% 1,00 + 0,06 1,19 + 0,03 1,56 + 0,04*° 1197 0001 RS67333" 100 + 006 1,23 £ 0,02* 1,65 + 0,03*%* (1995 0,001
F=; petd 0,09 ns 122 ns 601 001 F’s; pest 035 ns 36 005 1843 0,001
Ccndlcorteza  1uM _ 10uM

0 1M 10 uM F=  pe* Fop<® P p<t
Fluoxetina' 1,00 £ 0,02 2,06 + 0,04*55wra 41,5 0,001 Fluoxetina 38,1 0,001
Paroxetina® 1,00 % 0,02 1,01 * 0,02 093 + 0,05 1,7 ns Paroxetina 06 ns 1,6 ns
Venlafaxina® 1,00 + 0,02 1,44 + 0,03*%% 2,04 + 0,11*%*= 147,8 0,001 Venlafaxina 63,2 0,001 60,3 0,001
RS67333% 100 % 0,02 1,47 + 0,35*% 2,76 + 0,08*%%¥* 564 0,001 RS67333 87 001 522,1 0,001
F=; p<s 0,01 ns 17,8 0,001 373,3 0,001

F=analisis de la varianza para cada farmaco respecto a la dosis. *<0.05 Student-Newman-Keuls post test para las distintas dosis en cada farmaco. F": anlisis de la varianza
para cada farmaco y dosis respecto al tiempo de tratamiento, &p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos tiempos. F": analisis de la varianza para cada
dosis y tiempo respecto al farmaco, $ p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos fairmacos.

2.7. Ppary

2.7.1.- Expresion basal de Ppary en células progenitoras de hipocampo y en cerebro

En condiciones basales, en las CPH expresan niveles de Ppary de AC=12,6£0,9 con respecto al gen
calibrador (GAPDH). En el hipocampo la expresién basal de Ppary fue ACi=13,2+0,4 similar a la corteza y
ACt=13,4+0,6. Estos datos muestran una expresion similar de Ppary en hipocampo y corteza al observado
en los cultivos de CPH, (F=1,0; ns; ANOVA vs regién, ver Figura 60).

204 F=1,0; ns
g — Figura 60.- Nivel de expresion basal de Pparyen cultivo de células
g progenitoras de hipocampo y en tejido de hipocampo y corteza de
g 11 cultivos de rodajas de cerebro. CPH: cultivo de células progenitoras de
N
g hipocampo, F=ANOVA.
a 51

o

CPH hipocampo Corteza

2.7.2.- Modulacion de la expresion de Ppary por farmacos antidepresivos

2.7.2.1.- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

Todos los farmacos estudiados modifican significativamente la expresién de Ppary en las CPH (Figura
61). La adicién al medio de cultivo de 1uM de fluoxetina incrementa de forma significativa el nivel de
expresion de Ppary desde 1 hora (86%) hasta las 16 horas (86%) con un maximo a las 4 horas (211%;
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F=597.2 p<0.001, ANOVA vs tiempo), observandose a las 72 horas una disminuciéon (-31%) de la
expresion de Ppary. La venlafaxina y el RS 67333 producen un incremento significativo en la expresion de
Ppary desde 1 hora (214% y 165%,), que se mantiene elevado hasta las 24 horas (288% y 190%, F=16,1; y
F=195,7 p<0,001, respectivamente para venlafaxina y RS 67333, ANOVA vs tiempo). El Rs6733 pero no la
venlafaxina, producen una disminucién significativa de la expresion de Pparyalas 24 horas (-76%9 y mas
a las 72 horas (-86%). Por el contrario la paroxetina produce un incremento mas tardio (16 horas) en la
expresion del gen (264%, F=29,9; p<0,001, ANOVA vs tiempo, Tabla 24)

Resumen de la expresion de Pparyen CPH
La venlafaxina y Paroxetina inducen los niveles mas altos de expresion de Ppary. RS 67333 y venlafaxina
producen el incremento mas rapido, Tabla 24.

Tabla 24.- Curso temporal de la expresion de Pparyen células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresion de Ccnd1 se muestra en valores de 224¢t

Ppary células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,00 + 0,08 1,00 + 0,05 1,00 + 0,06 1,00 + 0,07 0,99 + 0,11
Fluoxetina 1,86 + 0,15% 3,11 + 0,61*%% 1,86 + 0,14% 0,87 + 0,04 0,69 *+ 0,16° 33,2 0,001
Paroxetina 0,92 + 0,04 0,90 + 0,04 3,64 + 0,85%%fvks 096 + 0,05% 0,85 + 0,07 29,9 0,001
Venlafaxina 3,14 + 0,94%%% 388 + (,95%% 171 + 0,13%° 0,96 * 0,17 0,86 + 0,12 16,1 0,001
RS67333 2,65 + 0,28%%° 290 % 0,10%% 2,47 + 0,22% 0,24 + 0,03%%%P¥ 0,14 + 0,03*%%»¥ 1957 0,001
F'=; p<®s 12,6 0,001 20,7 0,001 18,1 0,001 38,1 0,001 32,4 0,001

F=analisis de la varianza del efecto de cada farmaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": andlisis de la varianza entre e efecto
de los distintos formacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento. §Student-Newman—
Keuls post test entre los distintos firmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento.

2.7.2.2.- Cerebro

2.7.2.2.1.- Fluoxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 uM de fluoxetina sélo modifica la expresién de Ppar@
en hipocampo, sin cambios significativos en la corteza (ver Figura 62).

8- Figura 61.- Curso temporal de la expresion de Ppary en
@ Fluoxetina células progenitoras de hipocampo en respuesta a 1pM de
@® Paroxetina fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La

61@ Venlafaxina expresion de Ccndl se muestra en valores de 2-44Ctp<; p<; p<y
® RS67333 p< ANOVA del efecto de cada farmaco vs el tiempo de

tratamiento; *, *, * y * p<0.05 Dunnett post test para cada
farmaco vs el control. p<ANOVA del efecto de los distintos
farmacos en cada tiempo de tratamiento; $, $ y $ p<0.05
Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el control
Ezg:ggi para cada tiempo de tratamiento, §, §, § y § p<0,05 Student-
® p<0,001 Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos,
0- Sy st P0,001 f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333 para
0 1hora 4horas 16horas 24horas 72 horas cada tiempo de tratamiento.

PparymRNA (Z'AAC‘)

En el hipocampo, 1 dia de tratamiento con 1 uM de fluoxetina disminuye significativamente la
expresion de Ppary (30%; t=5,5; p<0,01; t de Student). 3 o 7 dias de tratamiento no modifican de forma
significativa la expresion de Ppary (13%; t=0,7 y 13%; t=4,4; ns; respectivamente para 3 y 7 dias de
tratamiento, t de Student, ver Tabla 25.

En la corteza, el tratamiento con 1 pM de fluoxetina no modifican de forma significativa la expresion

de Ppary para ninguno de los tiempos estudiados (-6%; t=0,4; -12%; t=0,1 y 18%; t=0,3; ns;
respectivamente para 1, 3y 7 dias de tratamiento, t de Student, ver Tabla 25).
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Figura 62.- Expresion de Pparyen el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM de fluoxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresién de c-Myc se muestra en
valores de 224¢, *; * y * t de Student para 1, 3 y 7 dias de tratamiento para la dosis de 1uM en cada tiempo de tratamiento p< ANOVA
entre 1, 3y 7 dias de tratamiento para 1uM. &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.7.2.2.2.- Paroxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 y 10 pM de paroxetina, produce un incremento dosis y
tiempos dependiente en la expresion de Pparyen el hipocampo y en la corteza (ver Figura 63).

En el hipocampo, la administracién de 10 pM de paroxetina incrementa significativamente la
expresion de Ppary a todos los tiempos estudiados (34%, 51% y 66%, F=17,8; F=21,8 y F=17,2 p<0,01,
respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo
dependiente para la dosis de 10 uM (F=12,9 p<0,01; ANOVA vs tiempo, Tabla 25).

En la corteza, el incrementa en la expresion de Ppary fue mayor que en el hipocampo, y significativo
paraly 10 pM cuando el fairmaco se administra de forma repetida. 1 dia de tratamiento incrementa
significativamente la expresién del gen s6lo con 10 uM (40%; F=31,5 p<0,001) con 3 y 7 dias de
tratamiento el incremento en la expresién de Ppary fue significativo con ambas dosis del farmaco (30% y
51%; F=14,7 p<0,01 y 32% y 116%; F=49,5 p<0,001; respectivamente para 1y 10 uM de paroxetina a los
3y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo dependiente para la dosis de 1y 10
uM (F=13,1 p<0,01 y F=27,7 p<0,001; respectivamente para 1y 10 uM; ANOVA vs tiempo, Tabla 25).
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........................................ .l

< Y — e — . +& P0,001
S S

g g

& 0 & 0

0 1 uM 10 uM 0 1 uM 10 yM

Paroxetina Paroxetina

Figura 63.- Expresion de Pparyen el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pM y 10uM de paroxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de Ccnd1se muestra
en valores de 224¢;, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 uM venlafaxina * * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1pM y 10puM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.
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2.7.2.2.3.- Venlafaxina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1y 10 uM de venlafaxina, produce un incremento en la
expresion de Ppary similar al descrito con paroxetina. El incremento en la expresion del gen fue dosis y
tiempos dependiente en el hipocampo y en la corteza (ver Figura 64).

En el hipocampo, la administraciéon aguda de venlafaxina no modifica la expresién de Ppary (F=0,2;
ns; ANOVA vs dosis). Sin embargo la administracion repetida de venlafaxina durante 3 o 7 dias incrementa
significativamente la expresion de Ppary a todas las dosis estudiados (13% y 53%; F=47,4 y 78% y 348%);
F=134,4; p<0,001, respectivamente para 1 y 10 pM de venlafaxina durante 3 y 7 dias de tratamiento,
ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo dependiente para la dosis de 1 y 10 uM (F=7,9 p<0,01 y
F=900,6 p<0,001; respectivamente para 1y 10 uM de venlafaxina, ANOVA vs tiempo, Tabla 25).

Hipocampo Corteza
0,001  p<0,001
o) 7 . & - p<0, p=%
g 31 @ ldia A P<O00L g7 8] & 1dia & A p<0,001
%, 37 W 3dias < o1 W 3dias /M p<0,001
- -4 7 dias o 47 A 7dias &
= 2 & < p<0,001
& x& Z
£ p<0,01 °E‘
S
LS BRRNE 4 ~
2 2
_ 0 L 0+
0 1 uM 10 uM 0 1M 10 uM
Venlafaxina Venlafaxina

Figura 64.- Expresion de Pparyen el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1pM y 10uM de venlafaxina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresién de Ccnd1se muestra
en valores de 224¢;, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 uM venlafaxina * * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

En la corteza, el incrementa en la expresion de Ppary fue mayor que en el hipocampo, y significativo
incluso con 1 dia de tratamiento (26% y 243%; F=88,8 p<0,001; 171% y 436%; F=805,0 p<0,001; y83% y
603%; F=1206 p<0,001; respectivamente para 1 y 10 uM de venlafaxina a los 1, 3 y 7 dias de tratamiento,
ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo dependiente para la dosis de 1 y 10 uM (F=77,8 p<0,001 y
F=581,3 p<0,001; respectivamente para 1y 10 uM de venlafaxina, ANOVA vs tiempo, Tabla 25).

2.7.2.2.4.-RS 67333

El tratamiento repetido de las rodajas de cerebro con RS 67333, produce un descenso significativo de
la expresion de Ppary en el hipocampo y en la corteza (Figura 65, Tabla 25).

En el hipocampo, una dosis tinica de 1 o0 10 uM de RS 67333 no modifica los niveles de Ppary (F=2,7;
ns; ANOVA vs dosis). Dosis repetidas producen un descenso significativo en el nivel de expresién del gen
con tres (-17% y -31%; F=4,9; p<0,05, respectivamente para 1 y 10 uM, ANOVA vs dosis) y 7 dias de
tratamiento (-67% y -94%; F=37,9; p<0,001, respectivamente para 1 y 10 uM, ANOVA vs dosis). El efecto
fue tiempo dependiente para las dosis de 1 y 10 uM (F=17,1; p<0,001 y F=110,4; p<0,001;
respectivamente para 1y 10 pM, ANOVA vs tiempo).

En la corteza, una dosis tUnica de RS 67333 incrementa significativamente los niveles de Ppary (24%
y 38%; respectivamente para 1y 10 pM, F=12,1; p<0,01; ANOVA vs dosis). Dosis repetidas producen un
descenso significativo en el nivel de expresién del gen con tres (-28% y -541%; F=131,2; p<0,001,
respectivamente para 1 y 10 uM, ANOVA vs dosis) y 7 dias de tratamiento (-37% y -70%; F=204,4;
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p<0,001, respectivamente para 1 y 10 uM, ANOVA vs dosis). El efecto fue tiempo dependiente para las
dosis de 1 y 10 uM (F=56,3; p<0,001 y F=508,2; p<0,001; respectivamente para 1 y 10 uM, ANOVA vs

tiempo).

Tabla 25.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Pparyen cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

Ppary hipocampo 1dia Ppary hipocampo 3 dias

Fluoxetina
Paroxetina®
Venlafaxina*
RS 67333%
Fa;p®

1,00
1,00
1,00
1,00
0,01

0,70
1,19
1,00
0,90
12,6

S
b
:
S

1um
0,08*S5puAsE
0,01*
0,15
0,12
0,01

1,34
1,00
1,04
10,2

10 uM <*

5,5 0,01

+ 0,11*%~F& 178 0,01

+ 0,13 0,2 ns

+ 0,02 2,7 ns
0,01

Fluoxetina'
Paroxetina®
Venlafaxina*
RS 67333%
Frz; peth

0 1uM 10 pM F= p<*
1,01 + 0,10 1,13 £ 0,01 07 ns
1,01 + 0,10 1,02 £ 0,11 1,51 + 0,19*%™% 218 0,01
1,01 + 0,10 1,13 + 0,06 1,53 + 0,03*5%& 474 0,001
1,01 + 0,10 0,83 0,17 0,69 + 0,07%% 49 0,05
0,1 ns 3,1 ns 388 0,001

Ppary hipocampo 7 dias Ppary hipocampo 10 M

0 1um 10 uM F=
Fluoxetina' 1,02 £ 023 113 = 0,02 44 ns
Paroxetina® 1,02 + 0,23 1,12 + 0,04 1,66 + 0,10%% 17,2 0,01
Venlafaxina® 1,02 + 0,23 1,78 & 0,41%%e% 4,48 + 0,05***% 1343 0,001
RS 67333" 1,02 + 0,23 033 £ 0,05*%*8& 006 + 0,01*%F& 379 0,001
Fs; ped 047 ns 17,7 0,001 758 0,001

Ppary corteza 1 dia

1M 10 uM F=  p<t
Fluoxetina' 1,01 * n,1z 0,94 + 0,07 04 ns
Paroxetina® 1,01 + 0,12 0,92 + 0,04 1,40 + 0,02*% 31,5 0,001
Venlafaxina’ 101 + 0,12 1,26 + 0,17%%%» 343 + (52*%~& g8 8 0,001
RS67333% 1,01 + 0,12 1,24 + 0,09** 1,38 + 0,05** 12,1 001
F=; pt 00 ns 71 005 53,0 0,001

1um 10 um F= p<*
Fluoxetina’ 1,00 + 0,02 1,18 + 0,19 03 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,02 1,32 + 0,18*% 2,16 + 0,18%% 49,5 0,001
Venlafaxina 1,00 + 0,02 1,83 + 0,15%%"es 7,03 £ 0,88%%%¢ 1206 0,001
RS67333% 1,00 + 0,02 0,63 + 0,07*%%**& 030 + 0,01**** 204,4 0,001
F7=; pt 00 ns 30,1 0,001 137 0,001

Fluoxetina
Paroxetina
Venlafaxina
RS 67333

P<" p<t
20,73 0,001
31 ns 129 001

79 001 9006 0,001
17,1 0,001 1104 0,001

Pparycorteza 3 dias

Fluoxetina'
Paroxetina®
Venlafaxina*
RS 67333%
Fs; pes®

Ppary corteza

Fluoxetina
Paroxetina
Venlafaxina
RS 67333

1pm 10 pM F= p<*

1,05 + 0,03 0,88 + 0,06 01 ns
1,05 £ 0,03 1,30 £ 0,06"ss= 1,51 + 0,20%*% 147 0,01
1,05 t 0,03 2,71 + 0,19*%#% 536 i 0,13*$%%& 8050 0,001
1,05 + 0,03 0,72 + 0,05*%& 046 & 0,04*%& 1312 0,001
02 ns 2078 0,011 agoe 0,001

1puM 10 pMm

Fopdt F p<t

34 ns

131 0,01 27,7 0,001

77,8 0,001 759 0,001
56,3 0,001 581,3 0,001

F=analisis de la varianza para cada farmaco respecto a la dosis. *<0.05 Student-Newman-Keuls post test para las distintas dosis en cada farmaco. F": anlisis de la varianza

para cada farmaco y dosis respecto al tiempo de tratamiento, &p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos tiempos. F”"

dosis y tiempo respecto al farmaco, $ p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos fairmacos.

Resumen de la expresion de Ppary

: analisis de la varianza para cada

Paroxetina y venlafaxina incrementan la expresiéon de Pparyel mayor efecto se observa a los 7 dias de
tratamiento con venlafaxina tanto en hipocampo como en corteza. RS 67333 por el contrario disminuye
la expresion de Ppary, tanto en hipocampo como en corteza, Tabla 25.

Hipocampo

~—
g 3 @ 1dia
< 2« M 3dias p<0,001 p<0,001

g -k 7 dias

=

= ns

E ............... Ve —. . |

N <0,05
:
&0 #& p<0,01

&
0 1 uM 10 uM
RS 67333

Ppary mRNA (224

Corteza
5
31 & 1dia
3+ W 3dias p<0,001  p<0,001
-4 7 dias
2
*& *&
<0,01
14 = & vy &
. p<0,001
0 * & P<0,001
0 1 uM 10 yM
RS 67333

Figura 65.- Expresion de Pparyen el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) en de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10uM de RS 67333 tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresién de Ccnd1se muestra

en valores de 224Ct, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 uM venlafaxina *, *y *

p<0.05 p<0.05 Dunnett

post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.
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2.8. Notch-1

2.8.1.- Expresion basal de Notch-1 en células progenitoras de hipocampo y en cerebro

En condiciones basales, en las CPH expresan niveles de Notch-1 de ACt=6,9+1,2 con respecto al gen
calibrador (GAPDH). En hipocampo la expresién basal de Notch-1 fue mayor ACt=4,5+0,6 que en las CPH y
similar a la corteza y ACi=6,6+0,5. Estos datos muestran una expresion mayor de Notch-1, en hipocampo al
observado en la corteza y los cultivos de CPH (F=6,0; p<0,05; ANOVA vs region, Figura 66).

104 F=6,0; p<0,05
> 84
7 _—
E 6 Figura 66.- Nivel de expresion basal de Notch-1 en cultivo de células
& progenitoras de hipocampo y en tejido de hipocampo y corteza de cultivos de
% 1 rodajas de cerebro. CPH: cultivo de células progenitoras de hipocampo,
s ] F=ANOVA.

o

CPH hipocampo Corteza

2.8.2.- Modulacion de la expresion de Notch-1 por farmacos antidepresivos

2.8.2.1.- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

La adicién al medio de cultivo de 1uM de fluoxetina o paroxetina no modifican de forma significativa
el nivel de expresion de Notch-1 (F=2,5 y F=0,4; ns; respectivamente para fluoxetina y paroxetina, ANOVA
vs region, ver Figura 67 y Tabla 26)

Por el contrario 1 uM de RS 67333 y venlafaxina producen un incremento significativo en la
expresion de Notch-1 (F=14,8; p<0,001 y F=654,4; p<0,001, respectivamente para venlafaxina y RS 67333,
ANOVA vs dosis). El curso temporal del efecto de ambos farmacos sobre la expresién de Notch-1 es similar,
observandose un incremento en la expresidon del gen a las 24 horas (71% y 35%; F=17,5; p<0,001;
respectivamente para venlafaxina y RS 67333, ANOVA vs firmaco) y sobre todo a las 72 horas e (84% y
313%; F=799,8; p<0,001; respectivamente para venlafaxina y RS 67333, ANOVA vs farmaco). RS 67333
incrementa mas la expresion de Notch-1 que venlafaxina, tanto a las 24 como a las 72 horas, ver Figura 67
y Tabla 26).

Resumen de la expresion de Notch-1 en CPH
RS 67333 y venlafaxina incrementan la expresién de Notch-1 en las CPH. El mayor incremento se
observa tras 72 horas con RS 67333.

6 Figura 67.- Curso temporal de la expresion de Notch-1 en
células progenitoras de hipocampo en respuesta a 1uM de
fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La
expresion de c-Jun se muestra en valores de 2-24¢t, p<; p<; p<y
p< ANOVA del efecto de cada farmaco vs el tiempo de
tratamiento; *, *, * y * p<0.05 Dunnett post test para cada
farmaco vs el control. p<ANOVA del efecto de los distintos
farmacos en cada tiempo de tratamiento; $, $ y $ p<0.05
p<0,01 Dunnett post test entre los distintos firmacos vs el control para
ns cada tiempo de tratamiento, § § § y § p<0,05 Student-
Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos,
. . . . . . f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333 para
0 lhora 4horas 16horas 24 horas 72 horas cada tiempo de tratamiento.

*$§Fp,v
p<0,001

Notch-1 mRNA (244

@ Fluoxetina @ Venlafaxina @ Paroxetina @ RS67333
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Tabla 26.- Curso temporal de la expresion de Notch-1 en células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de
fluoxetina, paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresion de c-Jun se muestra en valores de 244t

Notch-1 células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,01 + 0,14 1,01 + 0,14 1,01 + 0,15 1,01 + 0,14 1,00 + 0,04
Fluoxetina 1,08 + 0,05 0,98 + 0,05 1,03 + 0,08 1,19 + 0,10 1,19 + 0,12 2,5 ns
Paroxetina 1,10 + 0,04 0,99 + 0,05 1,09 + 0,06 1,03 + 0,10 1,04 + 0,02 04 ns
Venlafaxina 0,97 + 0,13 1,05 + 0,05 1,08 + 0,02 1,71 % 0,17*%8hpks 1,84 + 0,10*%5f» 14,8 0,001
RS 67333 0,93 + 0,05 1,15 + 0,12 0,95 + 0,04 1,35 + 0,08*%%° 4,13 + 0,12*%8tev 654,4 0,001

F'=; p<®s 1,8 ns 2,7 ns 2,8 ns 17,5 0,001 799,8 0,001

F=analisis de la varianza del efecto de cada farmaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": andlisis de la varianza entre e
efecto de los distintos fAirmacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento.
§Student-Newman-Keuls post test entre los distintos firmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento.

2.8.2.2.- Cerebro
2.8.2.2.1.- Fluoxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 pM de fluoxetina incrementa de forma significativa, la
expresion de Notch-1 en hipocampo pero no en la corteza (Figura 69).

En el hipocampo, 1 pM de fluoxetina incrementa de forma tiempo dependiente (F=9,3; p<0,01;
ANOVA vs tiempo) la expresion de Notch-1. El incremento fue significativo para 1 (26%; t=2,7; p<0,05; t de

Hipocampo Corteza
o 7 o 7 .
3 51-.- 1dia g 51 @ 1dia
<iN 34 W 3dias ﬂN 3o T 3dias
N’ . [— .
< & 7 dias = - 5 dias
\n 1 Ay [T PR -._..---ﬁ:lHg ....... 1
= = ns
= 0 = 0
0 1 uM 0 1 uM
Fluoxetina Fluoxetina

Figura 68.- Expresion de Notch-1 en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM de fluoxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresién de Notch-1 se muestra en
valores de 224¢, *; *y * t de Student para 1, 3 y 7 dias de tratamiento para la dosis de 1uM en cada tiempo de tratamiento p< ANOVA
entre 1, 3y 7 dias de tratamiento para 1uM. &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

Student),

3 (34%; t=4,8; p<0,01; t de Student), y 7 dias de exposicion al farmaco (44%; t=7,1; p<0,01; t de
Student, ver
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Tabla 27.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresién de Notch-1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetina y 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias.
La expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

En la corteza, el tratamiento con 1 pM de fluoxetina no modifican de forma significativa la expresion
de Notch-1 para ninguno de los tiempos estudiados (18%; t=1,5; 19%; t=1,6 y 4%; t=0,7; ns;
respectivamente para 1, 3 y 7 dias de tratamiento, t de Student, ver
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Tabla 27.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresién de Notch-1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias.
La expresion de Ccndl se muestra en valores de 224Ct

).

2.8.2.2.2.- Paroxetina

Al igual que con fluoxetina, el tratamiento con de las rodajas de cerebro con 1 y 10 uM de paroxetina,
produce un incremento dosis y tiempos dependiente en la expresion de Notch-1 en el hipocampo pero no en la
corteza (ver Figura 69).

En el hipocampo, la administracién de paroxetina produce un incremento dosis dependiente y significativo
tanto con una dosis Unica (24% y 61%; F=63,4; p<0,001 respectivamente para 1 y 10 uM, ANOVA vs dosis)
como tras dosis multiples (26% y 81%; F=63,4; y 52% y 142,0%; p<0,001 respectivamente para 1y 10 uM tras
3y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo dependiente para las dos dosis estudiadas
(F=30,3y F=23,2; p<0,001; ANOVA vs tiempo,
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Tabla 27.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresién de Notch-1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetina y 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias.
La expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).

En la corteza, el tratamiento con 1 o 10 uM de paroxetina no modifican de forma significativa la expresion
de Notch-1 para ninguno de los tiempos estudiados (F=0,5; F=2,4 y F=3,4; ns; respectivamente para 1, 3y 7 dias
de tratamiento, ANOVA vs dosis, ver
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Tabla 27.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresién de Notch-1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias.
La expresion de Ccndl se muestra en valores de 224Ct

Hipocampo Corteza

o 7 o 7
g 51 @ 1dia g 5]+ 1dia
ﬂN 34 B 3dias gN 3~ B 3dias

N’ . N’ .

* 7d

E ias W& 0,001 <Zt‘ -4k 7 dias

I~ 2 **0,001 &= 2

£ *& 0,05 £ ns
: 14 = Py RERTPEEPRIPPEIPY 9 E 14......... e e . 1S
8 3 "
= 0 = 0

0 1 uM 10 uM 0 1 pM 10 pM
Paroxetina Paroxetina

Figura 69.- Expresion de Notch-1en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10uM de paroxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de Notch-1 se
muestra en valores de 224¢, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05
Dunnett post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de
tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.8.2.2.3.- Venlafaxina

El tratamiento con venlafaxina modifica de forma significativa la expresion de Notch-1 tanto en hipocampo
como en corteza (Figura 70).

En el hipocampo, la administracién de venlafaxina produce un incremento dosis dependiente y
significativo tanto con una dosis Unica (28% y 45%; F=5,4; p<0,05 respectivamente para 1y 10 uM, ANOVA vs
dosis) como tras dosis multiples (37% y 67%; F=253,8; y 70% y 95,0%; F=34,7; p<0,001 respectivamente para
1y 10 pM tras 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo dependiente para las dos
dosis estudiadas (F=6,5; p<0,05 y F=124,3; p<0,001; ANOVA vs tiempo,
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Tabla 27.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresién de Notch-1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetina y 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias.
La expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).

Hipocampo Corteza
s 7 s 7
g 51 - 1dia g 51 & 1dia
<'&L 3o B 3dias <.§‘ 3 B 3 dias p<0,01 p<0,001
< -k 7 dias < -4 7 dias
= ) «& Pp<0,001 Z 2 « p<0,001
*
oé :; p<0,001 % +& P<0,001
- L e 1 P<0,05 ~ 1 +& p<0,001
2 0 = 0
0 1 uM 10 uM i} 1 uM 10 uM
Venlafaxina Venlafaxina

Figura 70.- Expresion de Notch-1en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10pM de venlafaxina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresiéon de Notch-1 se
muestra en valores de 224C, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 pM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05
Dunnett post test entre las dosis de 1pM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de
tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.
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2.8.2.2.4.-RS 67333

El tratamiento con RS 67333 modifica de forma significativa la expresion de Notch-1 tanto en
hipocampo como en corteza (Figura 71).

Hipocampo Corteza
p<0,001  p<0,001 7 .
71 & 1dia #& p<0,001 51 @ 1ldia p<0,01 p<0,001
2 i * & p<0,001 4 3dias
3 M 3dias & *& p<0, .
34 -k 7dias *& p<0,001

‘_P‘-\
~ o
5] <
3 <
< ~
\b_la ) [ —
< -4 7 dias *& p<0,001 <Zt
Z =
g 2 2
£ = +&p<0,001
~
Yo L it el .| DS
- 1 1 < 1 1
S -
1<) =)
= 0 = 0
0 1 M 10 uM 0 1 uM 10 uM

Rs 67333 Rs 67333

Figura 71.- Expresion de Notch-1en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuestaa 1pMy 10puM de RS 67333 tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de Notch-1 se muestra
en valores de 22ACt, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3y 7 dias de tratamiento con 1y 10 pM venlafaxina * * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10puM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

En el hipocampo, la administracion de RS 67333 produce un incremento dosis dependiente y
significativo tanto con una dosis Unica (35% y 141%; F=37,9; p<0,001 respectivamente para 1y 10 uM,
ANOVA vs dosis) como tras dosis multiples (64% y 418%; F=388,6; y 172% y 473%; F=775,6; p<0,001
respectivamente para 1y 10 uM tras 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo
dependiente para las dos dosis estudiadas (F=125,8 y F=449,5; p<0,001; ANOVA vs tiempo,
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Tabla 27.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresién de Notch-1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetina y 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias.
La expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).

En la corteza, el tratamiento con 1 o 10 pM de venlafaxina también produce un incremento dosis
dependiente y significativo solo como dosis multiples (0,5% y 46%; F=65,4; y 24% y 212%; F=102,7;
p<0,001 respectivamente para 1y 10 pM tras 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento
fue tiempo dependiente para las dos dosis estudiadas (F=8,8; p<0,01 y F=95,8; p<0,001; ANOVA vs
tiempo,
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Tabla 27.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresién de Notch-1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias.
La expresion de Ccndl se muestra en valores de 224Ct

).

Resumen de la expresion de Notch-1

En el hipocampo, el RS 67333 es el farmaco que mas incrementa la expresion de Notch-1, En la corteza, la
venlafaxina incrementan mas la expresion de Notch-1 a dosis bajas y tratamiento subagudo

2.9. Vegf
2.9.1.- Expresion basal de Vegf en células progenitoras de hipocampo y en cerebro

En condiciones basales, en las CPH expresan niveles de Vegf de ACt=11,1+0,9 con respecto al gen
calibrador (GAPDH). En hipocampo la expresion basal de Vegf fue similar AC=10,0+1,1 que en las CPHy a

la corteza y ACi=10,6£0,8. Estos datos muestran una expresién similar de Notch-1, en hipocampo al
observado en la corteza y los cultivos de CPH (F=2,0; ns; ANOVA vs region, Figura 72).
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Tabla 27.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresién de Notch-1 en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza
de cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetina y 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3 y 7 dias.
La expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

Notch-1 hipocampo 1dia Notch-1 hipocampo EXIEH
0

0 1uM 10 pM F=  p<* 1uM 10 pm F= p<*
Fluoxetina’ 1,00 + 0,09 1.26 + 0,14* 27 005 Fluoxetina' 1,00 + 0,03 1,34 + 0,12*% 48 001
Paroxetina® 1,00 £+ 0,09 1,24 + 0,05* 1,65 + 0,25%% 133 001 Paroxetina® 1,00 + 0,03 1,26 + 0,03%* 1,81 t 0,15%% 63,4 0,001
Venlafaxin.a” 1,00 + 0,09 1,28 + 031 1,45 + 0,03*% 54 005 venlafaxina® 1,00 + 0,03 1,37 t 0,03 1,67 + 0,05%% 2358 0,001
Rfensj:' 1,00 + 0,09 135 + 0,06*% 2,41 + 0,04*%% 1379 0001 pcey333 1,00 + 0,03 1,64 + 0,03%% 513 & 034*% 3336 0,001
F7=; p< 0 ns 21 ns 56,8 0,001 F=; ps 2,9 ns 44,7 0,001 266 0,001
Notch-1 hipocampo _ 1M __10 uM

0 1pM 10 uM F=  p<* F p<* F p<&
Fluoxetina' 1,00 £ 0,09 1,44 + 0,06*% 71 0,0l Fluoxetina 93 001
Paroxetina® 1,00 + 009 1,52 % 0,08*% 1,97 + 0,02***  142,0 0,001 Paroxetina 30,3 0,001 232 0,001
Venlafaxina® 1,00 + 0,09 1,70 + 0,22%%® 1,95 + 0,08%% 347 0001 Venlafaxina 65 005 1243 0,001
RS 67333% 1,00 + 0,09 2,72 + 0,20%8p+ 573 t 0,10*%r** 7756 0,001 RS67333 125,8 0,001 449,5 0,001
F’z; p<sd 02 ns 573 0,001 2114 0,001

0 1uM 10 pM F=  p<* 0 1M 10 M F=  p<*
Fluoxetina® 1,01 + 0,06 1,18 + 0,20 1,5 ns Fluoxetina’ 1,00 % 0,03 1,19 £ 0,20 16 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,06 1,00 + 0,08 1,06 + 0,13 0,5 ns Paroxetina® 1,00 + 0,03 0,87 + 0,13 0,86 + 0,05 24 ns
Venlafaxina” 1,00 + 0,06 1,05 + 0,03 1,32 + 0,07*%*™& 284 0,001 Venlafaxina® 1,00 + 0,03 1,32 + 0,02*%R= 159 + (,11*%°% 488 0,001
RS67333% 100 & 0,06 1,04 + 0,10 1,13 + 0,03 28 ns RS67333% 1,00 : 0,03 1,05 + 0,02 1,46 + 0,02**%%  §54 0,001
F=p<t% 007 ns 21 ns 88 0,01 F'=p<® 001 ns 74 0,01 90,1 0,001
Notch-1corteza 1M 10 uM

0 1pm 10 uM F=  p<* F p<t F p<*
Fluoxetina' 1,00 + 0,02 1,04 = 0,10 07 ns Fluoxetina 22 ns
Paroxetina® 1,00 + 0,02 1,15 + 0,12 092 + 011 34 ns Paroxetina 39 ns 26 ns
Venlafaxina 1,00 + 0,02 1,44 & 0,07%5tes 1,73 + 0,08*%& | 997 0,001 Venlafaxina 15,1 0,01 46,1 0,001
RS67333% 1,00 + 0,02 1,24 + 0,04*%%+& 3717 + 0,34*%"&  102,7 0001 RS67333 88 0,01 958 0,001
F'=p 0,01 ns 149 0,001 91,9 0,001

F=analisis de la varianza para cada farmaco respecto a la dosis. *<0.05 Student-Newman-Keuls post test para las distintas dosis en cada farmaco. F": analisis de la varianza
para cada farmaco y dosis respecto al tiempo de tratamiento, & p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos tiempos. F": andlisis de la varianza para cada
dosis y tiempo respecto al fairmaco, $p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos firmacos.

151 F=10;ns
%1"' Figura 72.- Nivel de expresion basal de Vegf en cultivo de células
< progenitoras de hipocampo y en tejido de hipocampo y corteza de cultivos de
= o rodajas de cerebro. CPH: cultivo de células progenitoras de hipocampo,
> F=ANOVA.
o
CPH hipocampo Corteza

2.9.2.- Modulacion de la expresiéon de Vegf por farmacos antidepresivos

2.9.2.1.- Células progenitoras de hipocampo (CPH)

La adicién al medio de cultivo de 1pM de paroxetina genera disminucion significativa en el nivel de
expresion de Vegf (F=39.7 p<0.001) en el tratamiento de 1 hora, a partir de alli se incrementé
progresivamente el nivel de expresién del gen hasta llegar a un aumento significativo a las 16 horas
(F=42.0 p<0.001), luego disminuye hasta valores basales (Figura 73, Tabla 28).

La adicion de fluoxetina 1uM al medio de cultivo ocasiona incremento observable a lo largo del curso
temporal significativo a partir de las 4 horas de tratamiento (F=73.6 p<0.001). Con 1 uM de RS 67333 y
venlafaxina se produce un incremento significativo en la expresién de Vegf (F=19.6 p<0.001, F=47.7
p<0.001, respectivamente para RS 67333 y venlafaxina). El curso temporal del incremento de la expresion
de Vegfes diferente entre estos dos fArmacos. RS 67333 muestra un incremento inicial en la expresién del
gen a 1 hora de tratamiento, con una progresiva disminucién en el nivel de expresiéon a lo largo del
tratamiento, hasta llegar a valores basales los 3 dias. Por otra parte venlafaxina, produce un incremento en
la expresion de Vegf, con un primer aumento significativo a 1 dia de tratamiento, que se acentua a los 3
dias de exposicion al farmaco (Figura 73, Tabla 28).

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidtrica



Veronica Inés Vargas Resultados 119

El mayor incremento en la expresion de Vegfse observa, para todas las condiciones estudiadas, a 3
dias de tratamiento con fluoxetina (Figura 73, Tabla 28).

41 Figura 73.- Curso temporal de la expresion de Vegf en
células progenitoras de hipocampo en respuesta a 1uM de
fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333. La

g ¥ expresion de c-Jun se muestra en valores de 2-24¢, p<; p<; p<y
< 7 .

N wSSpwRs *SSPVRS p< ANOVA del efecto de cada farmaco vs el tiempo de
=R p<0,001 tratamiento; *, * * y * p<0.05 Dunnett post test para cada
°E‘ sS§Epv  *SSEDV o Rl‘<0'°01 farmaco vs el control. p<ANOVA del efecto de los distintos

*3§p,Rs z . .

& s farmacos en cada tiempo de tratamiento; $, $ y $ p<0.05
ST - = =N p<0,001 Dunnett post test entre los distintos firmacos vs el control para

cada tiempo de tratamiento, §, § § y § p<0,05 Student-
Newman-Keuls post test entre los distintos farmacos,
. . . . . . f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333 para
0 lhora 4horas 16horas 24horas 72horas cada tiempo de tratamiento.

@® Fluoxetina @ Venlafaxina @ Paroxetina @ RS 67333

Tabla 28.- Curso temporal de la expresion de Vegfen células progenitoras de hipocampo en respuesta 1uM de fluoxetina,

paroxetina, venlafaxina o RS 67333. La expresion de c-Jun se muestra en valores de 224ct
Vegf células progenitoras de hipocampo

1 hora 4 horas 16 horas 24 horas 72 horas F= p<*
Control 1,00 + 0,07 1,00 + 0,08 1,00 + 0,05 1,00 + 0,05 1,01 + 0,13
Fluoxetina 1,12 * 0,10 1,29 + 0,18%° 1,71 + 0,34*PvRs 202 + 0,34*SPvRs 220 + (,08%%PvRs 14,6 0,001
Paroxetina 0,93 = 0,05 0,82 + 0,17 1,11 + 0,06 0,93 + 0,04 1,07 £ 0,18 2,0 ns
Venlafaxina 1,04 + 0,13 1,00 + 0,05 1,05 + 0,13 1,47 + 0,14*%%Rs 18] + 0,21*%%R 299 0,001
RS 67333 1,41 + 0,19*%8%P¥ 153 + 0,16*%5%*¥ (0,93 + 0,08 1,05 + 0,24 0,93 + 0,24 19,6 0,001
F'=; p<®8 74 0,01 12,5 0,01 10,1 0,01 15,7 0,001 33,5 0,001

F=analisis de la varianza del efecto de cada farmaco a lo largo del tratamiento, & p<0.05 Dunnett post test para cada farmaco vs el control. F": andlisis de la varianza entre e
efecto de los distintos fairmacos en cada tiempo de tratamiento. $ p<0.05 Dunnett post test entre los distintos farmacos vs el control en cada tiempo de tratamiento.
§Student-Newman-Keuls post test entre los distintos firmacos (f=fluoxetina, p=paroxetina, v=venlafaxina y Rs=RS 67333) en cada tiempo de tratamiento.

Resumen de la expresion de Vegfen CPH

Venlafaxina y paroxetina incrementan la expresion de Vegf en las CPH. El mayor incremento se
observa tras 1 hora con venlafaxina, Tabla 28.

2.9.2.2.- Cerebro

2.9.2.2.1.- Fluoxetina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1 uM de fluoxetina no modifica la expresién de Vegf ni en
el hipocampo ni en la corteza (Figura 74,
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Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).

2.9.2.2.2.- Paroxetina

El tratamiento con de las rodajas de cerebro con 1 y 10 uM de paroxetina, produce un incremento dosis y
tiempos dependiente en la expresion de Vegfen el hipocampo pero no en la corteza (ver Figura 75).

En el hipocampo, la administracién de paroxetina produce un incremento dosis dependiente y
significativo tanto con una dosis dnica (24% y 61%; F=63,4; p<0,001 respectivamente para 1 y 10 pM,
ANOVA vs dosis) como tras dosis multiples (26% y 81%; F=63,4; y 52% y 142,0%; p<0,001
respectivamente para 1y 10 uM tras 3y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo
dependiente para las dos dosis estudiadas (F=30,3 y F=23,2; p<0,001; ANOVA vs tiempo,
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Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).

Hipocampo Corteza
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- 5 dias
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0 1 uM 0 1 ;LM
Fluoxetina Fluoxetina

Figura 74.- Expresion de Vegf en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM de fluoxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresién de Vegf se muestra en valores
de 224ct, *; * y * t de Student para 1, 3 y 7 dias de tratamiento para la dosis de 1uM en cada tiempo de tratamiento p< ANOVA entre
1, 3y 7 dias de tratamiento para 1pM. &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

En la corteza, el tratamiento con 1 o 10 uM de paroxetina no modifican de forma significativa la

expresion de Notch-1 para ninguno de los tiempos estudiados (F=0,5; F=2,4 y F=3,4; ns; respectivamente
para 1, 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis, ver

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidtrica



Resultados 122 Veronica Inés Vargas

Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

Hipocampo Corteza
5
5 .
s 1 @ 1dia & 31 @ 1dia
g 3 < B 3di
b 3. W 3dias < 3 1as
p . N .
(2R - 7 dias +& p<0,001 (R -k 7 dias
< s 2
5 *& p<0,001 I~
* E ns
E 19 W T 1 p<0,05 S~ 194--0eeenn ;*—::*:’-—"". -ins
S D ns
- -
0 0
0 1 uM 10 uM 0 1 uM 10 uM
Paroxetina Paroxetina

Figura 75.- Expresion de Vegf en el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1uM y 10puM de paroxetina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresion de Vegfse muestra
en valores de 224¢;, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1 y 10 uM venlafaxina * * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett
post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento
para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

2.9.2.2.3.- Venlafaxina

El tratamiento de las rodajas de cerebro con venlafaxina modifica de forma significativa la expresion
de Vegftanto en hipocampo como en corteza (Figura 76).

En el hipocampo, la administracién de venlafaxina produce un incremento dosis dependiente y
significativo tanto con una dosis Unica (47% y 57%; F=59,8; p<0,001 respectivamente para 1y 10 uM,
ANOVA vs dosis) como tras dosis multiples (55% y 169%; F=8013; y 148% y 285,0%; F=62,2; p<0,001
respectivamente para 1y 10 uM tras 3y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo
dependiente para las dos dosis estudiadas (F=9,4; p<0,01 y F=43,1; p<0,001; ANOVA vs tiempo,
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Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).
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Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

Veaf hipocampo_ 3 dias

1puM 10 pm F= 1puM 10 uM F=  p<*
Fluoxetina’ 1,02 0,02 1,01 + 0,05 0 ns Fluoxetina' 1,01 £ 004 090 % 0,05 34 ns
Paroxetina® 1,02 + 0,02 1,13 + 0,02 1,25 + 0,11* 9,2 0,05 Paroxetina® 1,01 + 0,04 1,11 £ 0,06 1,86 + 0,18*%% 519 0,001
Venlafaxina® 1,02 + 0,02 1,47 + 0,03*%R 157 & 0,12*%% 598 0001 Venlafaxina’ 101 + 004 155 x 0,11%"eM& 369 & 0,26**% 8016 0,001
RSG?S}S“ 1,02 + 0,02 1,13 + 0,04* 1,25 + 0,03* 41,3 0,001 RS 67333% 1,01 + 0,04 127 = 0,11%%& 4,03 + 0,34%% 1949 0,001

=; peSa 0,10 396 0,001 21,8 0,001 F'=;pts 11 ns 251 0,001 88,7 0,001
0 10 pM F= p<t

Fluoxetina’ 1,02 + 0,09 1,08 * 015 02 ns Fluoxetina 33 ns
Paroxetina” 102 + 0,09 1,12 + 0,16 2,33 + 0,19%%* 76,2 0,001 Paroxetina 05 ns 32,7 0,001
Venlafaxina® 1,02 + 0,09 2,48 + 0,54*#®&8 385 4 001%%™8 622 0,001  Venlafaxina 9,3 0,05 40,4 0,001
RS 67333% 1,02 £ 0,09 1,64 x 0,23%%e& 4,63 + 0,75*%% g51 0,001 RS 67333 9,4 0,01 43,1 0,001
Fz; p<ss 0,02 ns 14,3 0,001 170,9 0,001
Vegf corteza 3 dias

1uMm 10 uM F= p<* 1pm 10 uMm F= p<*
Fluoxetina' 1,02 + 0,16 1,02 + 0,14 10 ns Fluoxetina' 1,00 + 0,08 0,92 £ 0,05 01 ns
Paroxetina® 1,02 + 0,16 0,86 + 0,06 1,02 + 0,02 24 ns Paroxetina® 1,00 + 0,08 0,96 + 0,06 0,99 + 0,07 05 ns
Venlafaxina® 1,02 + 0,16 1,30 + 0,01*%'» 2,57 £ 0,23*% 783 0,001 Venlafaxina® 1,01 + 0,08 1,46 £ 0,09*%% 3,01 £ 0,70%%* 196 0,01
RS67333% 102 + 0,16 1,58 + 0,07*%»v 203 : 0,29*%“ 206 0,01 RS 67333% 100 + 0,08 1,80 + 0,03*%e& g7 + 0,27*%% 77,7 0,001
F7=; pdt 01 ns 22,9 0,001 441 0,001 F'=; pets 01 ns 103,8 0,001 232 0,001
Vegf corteza__ 1uM 10 uM

1pum 10 uM F=  p<* FFop<® F p<t
Fluoxetina' 1,00 * D,DS 0,90 + 0,14 0,3 ns Fluoxetina 09 ns
Paroxetina” 1,00 + 0,08 0,9 + 0,06 0,99 + 0,07 0,5 ns Paroxetina 28 ns 167 ns
Venlafaxina® 1,01 * 0,08 1,69 £ 0,19*sstes 3,60 £ 0,38*%% 868 0,001 Venlafaxina 73 005 86 001
RS67333% 1,00 + 0,08 2,56 + 0,19*%%»% g4y &+ 0,22*%%4 4955 0,001 RS67333 56,8 0,001 142,1 0,001
F’z; p<s 01 ns 752 0,001 250,3 0,001

F=analisis de la varianza para cada farmaco respecto a la dosis. *<0.05 Student-Newman-Keuls post test para las distintas dosis en cada farmaco. F": andlisis de la varianza
para cada farmaco y dosis respecto al tiempo de tratamiento, & p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos tiempos. F": andlisis de la varianza para cada
dosis y tiempo respecto al fairmaco, $p<0.05 Student-Newman-Keuls post test para los distintos firmacos.
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Figura 76.- Expresion de Ccndlen el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) de cultivos de rodajas de
cerebro en respuesta a 1uM y 10uM de venlafaxina tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La
expresion de Ccnd1se muestra en valores de 2AACt . p<; p< y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10
uM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett post test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de
tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3 y 7 dias de tratamiento para cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls
post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

En la corteza, el tratamiento con 1 o 10 uM de venlafaxina también produce un incremento dosis
dependiente y significativo tanto con una dosis tnica (30% y 157%; F=78,3; p<0,001 respectivamente
para 1y 10 uM, ANOVA vs dosis) como tras dosis multiples (46% y 201%; F=19,6; y 69% y 260%; F=86,6;
p<0,001 respectivamente para 1y 10 uM tras 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento
fue tiempo dependiente para las dos dosis estudiadas (F=7,3; y F=8,6; p<0,01; ANOVA vs tiempo,
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Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t
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2.9.2.2.4.-RS 67333

El tratamiento de las rodajas de cerebro con RS 67333 modifica de forma significativa la expresion de Vegf
tanto en hipocampo como en corteza (Figura 77).

En el hipocampo, la administracion de una dosis inica venlafaxina no produce cambios significativos
en la expresion de Vegf (4% y 13%; F=2,8; ns respectivamente para 1y 10 pM, ANOVA vs dosis). Por el
contrario, dosis repetidas producen un incremento dosis y tiempo dependiente en la expresion de Vegf
(5% y 46%; F=65.4; y 24% y 212%; F=102,7; p<0,001 respectivamente para 1y 10 uM tras 3 y 7 dias de
tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento fue tiempo dependiente para las dos dosis estudiadas (F=8,8;
p<0,01 y F=95,8; p<0,001; ANOVA vs tiempo,

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/B-catenina en la Enfermedad Psiquidtrica



Veronica Inés Vargas Resultados 127

Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).

En la corteza, el tratamiento con 1 o 10 pM de venlafaxina también produce un incremento dosis
dependiente y significativo tanto con una dosis unica (13% y 25%; F=41,3; p<0,001 respectivamente para
1y 10 uM, ANOVA vs dosis) como tras dosis multiples (27% y 303%; F=194,9; y 64% y 363%; F=65,1;
p<0,001 respectivamente para 1y 10 uM tras 3 y 7 dias de tratamiento, ANOVA vs dosis). El incremento
fue tiempo dependiente para las dos dosis estudiadas (F=9,4; p<0,01 y F=43,1; p<0,001; ANOVA vs
tiempo,
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Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 pM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccndl se muestra en valores de 224¢t

).

Hipocampo Corteza
6 <0,01 p<0,001 6 p<0,001
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0 1M 10 uM 0 1M 10 uM
RS 67333 RS 67333

Figura 77.- Expresion de Vegfen el hipocampo (derecha) y la corteza (izquierda) en de cultivos de rodajas de cerebro en
respuesta a 1puM y 10pM de RS 67333 tras 1 (negro), 3 (verde) y 7 dias (rojo) de tratamiento. La expresidon de Vegf'se muestra en
valores de 224¢t, p<; p<y p< ANOVA para 1, 3 y 7 dias de tratamiento con 1y 10 uM venlafaxina *, * y * p<0.05 p<0.05 Dunnett post
test entre las dosis de 1uM y 10uM vs el control en cada tiempo de tratamiento. p< ANOVA entre 1, 3y 7 dias de tratamiento para
cada dosis &, & y & p<0.05 Student-Newman-Keuls post-hoc entre los tiempos de tratamiento.

Resumen de la expresion de Vegf

En tejido RS 67333 es el farmaco que mas incrementa Vegfen el hipocampo. En la corteza, dosis bajas y
tratamiento agudo, la venlafaxina incrementa mas la expresion de Vegf que el RS 67333,

Tabla 29.- Curso temporal y dosis-efecto sobre la expresion de Vegf en cultivos de rodaja de hipocampo y de corteza de
cerebro de rata en respuesta a 1uM de fluoxetinay 1uM y 10 uM de paroxetina, venlafaxina o RS 67333 durante 1, 3y 7 dias. La
expresion de Ccnd1 se muestra en valores de 22¢t
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Tabla 30.- Resumen del efecto del tratamiento con fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y Rs7633 en cultivos de células
Erosenitoras de hipocampo sobre la expresion de Axin-1, Axin-2, Ctnnb1, c-Myc, c-Jun, Ccnd1, Ppary, Notch-1y Vgfa

Axin-1 Axin-2 Ctnnbl c-Myc c-Jun Ccndl Ppary Notch-1 Vegf

o 1 hora ~ ~ ~ 0 ~ ~ 0 ~ ~
S 4horas 0 ~ 0 ™ ~ ~ M ~ ~
%" 16 horas ™ ~ ~ ™ ~ t T ~ T
E 24 horas 0 ~ > ™ ~ ~ ) - ™

72 horas ~ ~ ~ M ~ ~ ~ ~ M
« 1 hora ~ ~ ~ ™M1 ~ ~ ~ ~ =
-g 4 horas ~ ~ ~ 1 ~ ~ ~ ~ ~
% 16 horas = = = "1 T = "1 = =
E 24 horas ~ ~ 0 1 0 ~ ~ ~ ~

72 horas ~ ~ 0 ™Mt ~ ~ ~ ~ ~
g 1hora ™ ™ ™M ~ T ~ ~ ~ ~
= 4 horas T T TT TT ~ T TTTT ~ ~
% 16 horas 0 1 0 = = 1 T = =
E 24 horas ~ ~ 0 ~ ~ ~ ™ 0 ~
> 72 horas ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ T ~
 thom Tt M T =~ =~ M - T
o 4 horas 0 ~ T ™ ~ T ™ ~ T
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72 horas ~ ~ ~ ~ ~ ~ i M1 ~
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Tabla 31.- Resumen del efecto del tratamiento con fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y Rs7633 en hipocampo y corteza
de cultivos de rodajas de cerebro sobre la expresion de Axin-1, Axin-2, Ctnnb1, c-Myc, c-Jun, Ccnd1, Ppary, Notch-1y Vegf

Ccnd1
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3. Efecto de los farmacos antidepresivos sobre la expresion de la proteina f3-catenina
en cultivos primarios de células progenitoras de hipocampo

Se ha determinado mediante inmunofluorescencia el nivel expresién proteina -catenina en cultivos
de células progenitoras de hipocampo sometidos a tratamiento con los antidepresivos fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina y la molécula RS76333 durante 3 dias de tratamiento, observandose incremento

del nivel de expresiéon de B-catenina en las células tratadas con venlafaxina y RS67333 respecto a los
antidepresivos clasicos, este incremento puede verser asociado a una respuesta rapida de venlafaxina y

RS67333,
.
.
Figura 78.- Imagen
representativa de la

A. Control

B. Fluoxetina

C. Paroxetina

D. Venlafaxina expresion de f-catenina en
k cultivos de células

progenitoras de hipocampo

sometidos a tratamiento con 1

uM de fluoxetina (B) o 10uM

de paroxetina (C), venlafaxina

(D) o Rs76333 (E) durante 3

dias, en A se muestra la

expresion de -catenina en las

E.RS 67333 células sin tratamiento

(control). Los nucleos aparecen
marcados con DAPI (azul, a, d,
g, j y m). La expresién de (-
catenina en las células aparece
marcadas en rojo (b, e, h, ky
n). Doble marcaje de DAPI, -
catenina realizado con Image]
(c, £, 1,1y o). La barra de escala

representa 20 pm en todos los
€asos.

4. Modulacién de la actividad PPARYy en extracto nuclear del hipocampo de rodajas de
cerebro en cultivo.

Debido al inesperado descenso en la expresion del gen del receptor activado por proliferadores de
peroxisomas gamma (Ppary) en el hipocampo de las rodajas de cerebro en cultivo tras el tratamiento con
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Rs76333 pero no con los otros antidepresivos, evaluamos la actividad transcripcional de Ppary en
extractos nucleares del hipocampo de rodajas de cerebro en cultivo tras el tratamiento durante 7 dias con
10 uM de venlafaxina, que mostré en los estudios de expresién génica un incremento significativo en la
expresion del gen, y con 10 uM de RS 76333 que mostrd una disminucion significativa en la expresion del
gen. En la Figura 79 se muestran los resultados obtenidos sobre la actividad transcripcional de Ppary. La
actividad normalizada de Ppary en los extractos nucleares de hipocampo de rodajas de cerebro no
sometido a tratamiento fue 3,73+025; incrementando de forma significativa la actividad en los extractos
nucleares de hipocampo sometido a tratamiento con venlafaxina (5,41+0,82; p<0,001 Dunnett post test),
de forma paralela a los cambios en la expresion génica. Por el contrario, el tratamiento con Rs76333
produce una disminucién significativa en la actividad transcripcional de Ppary (2,71+0,04; Dunnett post
test) de forma paralela a la disminucidon en la expresion génica.

&
©
S g
% _ F=36,7; p<0,001
o= g *k*%
2 g 6 —T
QO +
a9
S o
o 4
U) @ ——
x$$%

c £
S0

. 2
20
._9 N
= 0
2 Control Venlafaxina RS 67333

Figura 79- Actividad del receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma: Ppary en extractos nucleares de
hipocampo de rodajas de cerebro en cultivo tras tratamiento con 10 uM de venlafaxina o Rs76333 durante 7 dias. La
actividad transcripcional del Ppary se representan como M*EEM de la densidad dptica (D.0.) obtenida en el kit ELISA normalizado
respecto a la concentracién de proteinas en las muestras. F= ANOVA entre los distintos grupo, **p<0,01 y ***p<0,001 vs el grupo
control Dunnett post test. $$p<0,001 vs venlafaxina, Student-Newman-Keuls post test.
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Resumen general de la PARTE A: Estudios de expresion génica.

El efecto de fluoxetina, paroxetina, venlafaxina y RS 67333 sobre la proliferacién de células
progenitoras de hipocampo en cultivo se valor6 mediante la cuatificaciéon de BrdU en células expuestas a
1uM de farmaco a 1, 4, 16, 24 y 72 hs, observandose incremento de la incorporacién de BrdU a la hora de
tratamiento con todos los fAirmacos, siendo RS 67333 el que produce mayor incorporacién de BrdU a las
cuatro horas y un segundo pico de incorporaciéon de BrdU a las 72hs.La proliferacion celular en el
hipocampo de las rodajas de cerebro en cultivo, se determiné mediante inmunofluorescencia con el
marcador Ki67, expresado en células en fase de divisidn; las células progenitoras son marcadas con Sox-2.
Siete dias de tratamiento con 10 uM de venlafaxina o RS 67333 producen un claro incremento en el marcaje

de ki67 respecto a las células sin tratamiento.

Mientras que el efecto de los farmacos antidepresivos, sobre la expresiéon de genes implicados en
procesos de proliferacién se evalu6, mediante la determinacién del nivel de RNAm de cada uno de los
genes seleccionados , en células progenitoras inmortalizadas de hipocampo (CPH) de rata y en el
hipocampo y la corteza de cultivos de rodajas de cerebro de rata en respuesta al tratamiento con cada uno

de los farmacos objeto del estudio.

Fluoxetina, venlafaxina y RS 67333 producen incremento significativo en la expresién de Axin-1 en
las CPH.En tejido cerebral, tanto venlafaxina como RS 67333 incrementan la expresion de Axin-1. El
efecto del RS 67333 es mas intenso y precoz. En Axin-2 el mayor incremento se observa en las CPH a una
hora de tratamiento con venlafaxina. Mientras que en cerebro todos los fAirmacos estudiados incrementan
la expresién de Axin-2. En el hipocampo, el mayor incremento se observa con RS 67333 y fluoxetina,
siendo mas precoz el efecto del RS 67333. En la corteza, el mayor incremento en la expresién de Axin-2 se

observé con RS 67333, aunque es mas tardio que en hipocampo.

Todos los farmacos incrementan la expresion de Ctnnb1 en CPH. Mediante inmunofluorescencia en
CPH se pudo observar un incremento de la expresion de B-catenina a los siete dias de tratamiento con
venlafaxina y RS 67333, confirmando lo observado en la expresién génica de Ctnnb1. La concentracién
alta de 10 pM de venlafaxina y mas de RS 67333 incrementan la expresiéon de Ctnnb1 tanto en el

hipocampo como en la corteza, aunque es mas tardio en corteza.

La expresion de c-Myc se vio incrementada con todos los farmacos en CPH, hipocampo y corteza. El
mayor incremento se observa a los tres dias con fluoxetina en el caso de CPH y con RS 67333 en
hipocampo como en corteza. Venlafaxina y paroxetina incrementan la expresiéon de c-Jun en las CPH. El
mayor incremento se observa tras 1 hora con venlafaxina. El mayor incremento en la expresién de c-Jun en
el cerebro, se observo con la administracion repetida (3 y 7 dosis) de 10uM RS 67333 tanto en hipocampo
como en corteza,

La fluoxetina es el fAirmaco que mas incrementa la expresiéon de Ccnd1 en CPH, mientras que en
cerebro fluoxetina, venlafaxina y RS 67333 incrementan la expresion de Ccnd1, siendo RS 67333 el

farmaco que més incrementa la expresion del gen.
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La venlafaxina y Paroxetina inducen los niveles méas altos de expresién de Ppary en CPH. RS 67333 y
venlafaxina producen el incremento mas rapido. Paroxetina y venlafaxina incrementan la expresién de
Ppary en cerebro, el mayor efecto se observa los 7 dias de tratamiento con venlafaxina tanto en
hipocampo como en corteza. RS 67333 por el contrario disminuye la expresion de Ppary, tanto en
hipocampo como en corteza. Debido a este inesperado descenso en la expresion del gen en hipocampo en
cultivo tras el tratamiento con Rs76333 pero no observable con los otros antidepresivos, evaluamos la
actividad transcripcional de Ppary en extractos nucleares del hipocampo de rodajas de cerebro en cultivo
confirmandose que el tratamiento con Rs76333 produce una disminucién significativa en la actividad

transcripcional de Ppary de forma paralela a la disminucidén en la expresién génica.

RS 67333 y venlafaxina incrementan la expresion de Notch-1 en las CPH. En el hipocampo, el RS
67333 es el farmaco que mas incrementa la expresion de Notch-1, En la corteza, la venlafaxina

incrementan mas la expresion de Notch-1 a dosis bajas y tratamiento subagudo

Venlafaxina y paroxetina incrementan la expresiéon de Vegf en las CPH. En tejido RS 67333 es el
farmaco que mas incrementa Vegf en el hipocampo. En la corteza, dosis bajas y tratamiento agudo, la

venlafaxina incrementa mas la expresion de Vegf que el RS 67333.
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PARTE B
5. Estudio de Genotipado
5.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

El estudio de asociaciéon entre SNPs de genes candidatos de la via wnt/B-catenina y los
trastornos depresivos o trastorno bipolar, se realizé6 en una poblacién de 4107 sujetos que
participaron en el estudio DEPREGEN, promovido dentro del CBERSAM, utilizando el banco de
muestras de ADN del CIBERSAM. El estudio conté con la aprobacion del comité de ética de Granada
(promotores del estudio). Los sujetos incluidos aceptaron por escrito su participacién en el mismo
tras la informacién por el médico. Del total de los sujetos, 2834 (69%) fueron sujetos control y
1273 (31%) fueron pacientes diagnosticados por un psiquiatra de alguno tipo de trastorno
depresivo o trastorno bipolar segin criterios del DSM IV. Para el estudio de asociacién se dividié a
los pacientes en 5 categorias, todos los pacientes (TP), pacientes con depresion (TD), en este
grupo de incluyen todos los pacientes diagnosticados de algiin trastorno depresivo sin incluir el
trastorno bipolar, trastornos depresiones leves (F32.0), moderadas (F32.1), y graves con o sin
sintomas psicéticos (F32.2 y F32.3), trastorno depresivo no especificado (F32.9), trastorno
depresivo mayor (F32.x y F33.x) y trastorno distimico (F34.1), depresiéon mayor (F32.x y F33.x)
(DM), trastorno distimico (F34.1) (TDs) y el trastorno bipolar (F30.x; F31.0; F31.1; F31.2; F31.3;
F31.6; F31.8; F31.9; F31.x; F34.0) (TB). Las caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos
en el estudio se muestran en la Tabla 32. La proporcion controles: pacientes fue de 2,2:1, en general
el porcentaje de mujeres es mayor tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes, como
reflejo de la mayor prevalencia de la enfermedad en la mujeres. En cuanto a la edad son mas
jovenes los sujetos del grupo control que los sujetos del grupo de pacientes.

Tabla 32.- Caracteristicas demograficas (edad y sexo) de los grupos de individuos incluidos en el estudio de genotipado

Grupos Todos Mujeres Varones

\) edad N % edad \ % edad
Controles 2834 473+171 1619 57,2 47,2 +16,7 1215 42,8 473 +17,7 F=0,02 ns
Todos los Casos 1273 55,2 + 14,6* 849 66,7 53,3+153* 430 333 52,3 +16,2* F=7,6 p<0.05
Depresion 787 52,9 + 15,6* 543 68,9 54,7 + 14,5* 244 311 56,1 + 14,8* F=5,1 p<0.05
Depresion Mayor 605 56,9 + 14,9*§ 439 72,6 56,4 + 14,5* 166 27,4 583 +15,1* F=1,0; ns
Trastorno Bipolar 486 52,9 +13,9*% 306 63,0 50,7 +15,9 180 37,0 46,9 £ 16,4 F=10,61 p<0.05
Distimias 59 50,1 +13,2 43 72,9 51,7 + 14,1 16 27,1 48,6 10,2 F=0,4; ns

F=68,6; p<0,001 F=38,8; p<0,001 F=23,7; p<0,001

5.2. Genes candidatos y SNP seleccionados

Las enfermedades psiquiatricas desde el punto de vista genético, son enfermedades complejas
que no muestran herencia mendeliana atribuible a un dnico locus. Frente a las enfermedades
monogénicas, las enfermedades complejas estan causadas por la acciéon de multiples loci, cada uno
con un pequeiio efecto, ademas estos loci pueden interaccionar entre ellos y a su vez interaccionar
con factores ambientales El objetivo de los estudios de asociacién es identificar esos loci y
caracterizar las complejas relaciones que se establecen entre ellos. En este estudio tratamos de
detectar una susceptibilidad a la depresién mediante la identificacién de alelos comunes en la
poblaciéon (SNPs de predisposicién) en una serie de genes candidatos de la via wnt-f-catenina
implicada en procesos de proliferacién y plasticidad neuronal. En este estudio caso-control con
individuos no relacionados. Se identifica un set de casos diagnosticados segin unos criterios
especificados (ver métodos) y una muestra independiente de individuos no afectados de la misma
poblacién. Se comparan las frecuencias genotipicas y/o alélicas en ambos grupos para identificar
variantes asociadas con la enfermedad objeto de estudio. Dos de los principales inconvenientes de
este tipo de estudios son 1) la dificultad para encontrar variantes raras y 2) la posibilidad de falsos
positivos por problemas de estratificaciéon en la poblacién (poblacién estd dividida en diferentes
estratos y existen probabilidades distintas de ser seleccionado como caso o control segin el
estrato).
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Para cada SNP hay tres posibles genotipos, y podemos evaluar diferentes modelos genéticos
bajo los que contemplar esos genotipos. En el presente estudio se han valorado los modelos
codominante, dominate y recesivo.

Para cada uno de los genes candidatos, se ha realizado una seleccién de SNP mediante datos
bibliométricos en los que se han demostrado una asociacién de las variantes génicas con una
respuesta a farmacos antidepresivos o que presentaron asociaciéon directa con patologia
psiquiatrica. La gran mayoria de las asociaciones han sido replicadas en otros estudios y algunos de
los SNPs seleccionados tienen efectos funcionales estudiados en profundidad. En la Tabla 33 se
detallan las variantes incluidas en el estudio, sus identificadores de la base de datos SNP del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) su locus, los alelos de cada SNP, el alelo ancestral y
las frecuencias genotipicas en europeos en HapMap.

Tabla 33.- Relacion de SNP incluidos en el estudio

GEN Locus dbSNPs Alelos Alelo Ancestral HapMap-CEU N2GenBank
AXIN1 16p13.3 rs214250 C/T C 0,60:0,35:0,05 799754
AXIN2 17q23-q24 1rs7210356 A/G G 0,00:0,32:0,68 NT_010783
rs3923086  G/T T 0,30:0,45:0,25 NT_010783
AKT1 14932.33 rs1130214 G/T G 0,52:0,40:0,08 NT_026437.11
rs1130233
/rs2498799 A/G G 0,04:0,31:0,65 NT_026437.11
rs3730358
APC rs454886 Cc/T T 0,11:0,50:0,39 NC_000005.5
rs17290456 C/T T 0,12:0,88:0,00 NC_000005.8
rs13167522 C/T T 0,06:0,07:0,87 NT_034772
CTNNBI1 rs3864004 A/G A 0,27:0,52:0,21 NT_034772
rs4135385 A/G A 0,48:0,47:0,05 NT_022517.17
rs4533622  A/C A 0,17:0,48:0,35 NT_022517
rs2140090  G/T G 0,23:0,50:0,27 NT_022517
rs3915129  A/C C 0,23:0,50:0,27 NT_022517
rs6776881  A/G A 0,25:0,55:0,20 NT_037565
rs3774369  A/G A 0,22:0,58:0,20 NT_022517
rs13075993 A/G G 0,24:0,52:0,24 NT_022517
DAAM2 rs6937133  A/G A 0,58:0,36:0,06 NT_007592
rs3004067 C/T C 0,36:0,48:0,16 NT_007592
DKK4 8p11.2-p11.1 rs2073665 C/T T 0,01:0,12:0,87 NT_008251
FZD3 rs352203 C/T T 0.18:0.46:0.36 NT_023666
GSK3f rs12630592 G/T T 0,44:0,46:0,10 NT_005612
rs6438552  A/G G 0,43:0,48:0,09 NT_005612.14
WNT2B 1p13.2 rs3790606  C/G G 0,10:0,42:0,48 NT_021931.1
WNT3 17921 rs199494 A/G A 0.33:0.46:0.21 NT_ 010783
ZBED3 5q13.3 rs2914143 A/G G 0,05:0,25:0,70 NT_006713

5.3 Estimacion de las frecuencias alélicas y genotipicas y asociacion con la
enfermedad para cada SNP

Mediante la utilizacién de software SNPStats, para cada SNP, antes de realizar el estudio de
asociacion, comprobamos las frecuencias alélicas y el equilibrio de Hardy-Weimberg (HWE)
mediante un ajuste de y2. La hipoétesis nula (Ho) es que el SNP cumple con el HWE, por lo que
necesitamos obtener p-valores mayores a 0,05.

Una vez analizadas las frecuencias alélicas, evaluamos la asociacién entre los genotipos de un
SNP y la variable respuesta (en nuestro caso grupo de pacientes). Dado que en nuestro estudio de
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asociacion poblacional la variable respuesta es categorica (binaria: casos y controles) evaluamos la
asociacion entre el SNP y la enfermedad mediante la tabla de contingencia 3x2. Para testar la
hipétesis nula de no asociacion entre genotipos y la variable respuesta, llevamos a cabo un test de
%% con 2 grados de libertad.

Como modelos de asociaciéon valoramos el modelo codominante o de 2 grados de libertad que
tiene en cuenta la tabla completa de los tres genotipos, el modelo dominante y el modelo recesivo.
Basicamente el modelo codominante asume que puede haber un riesgo distinto de los individuos
heterocigotos y homocigotos variantes respecto a los homocigotos normales. El modelo dominante
que asume que basta con tener un alelo variante para conferir riesgo o el modelo recesivo en el cual
es necesario tener las 2 copias del alelo variante para presentar la enfermedad. Asi pues, para llevar
a cabo el andlisis de asociacién bajo esos modelos, basta con reorganizar la tabla de contingencia
3x2 en una tabla 2x2 y un test de 2 (con 1 grado de libertad)

En el estudio de asociacion se excluy6 el grupo de distimias debido al bajo nimero de casos en
algunos de los subgrupos.El SNP rs3730358 no pudo determinarse debido a un problema
metodolégico.

5.3.1 AKT1

5.3.1.1 Distribucion alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg de los SNP rs1130214 y rs1130233
en AKT1

Las frecuencias alélicas de los SNPs rs1130214 y rs1130233de AKT1 se muestran en la Tabla 34.
Las frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de todos los
pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes con trastorno depresivo (TD), depresion
mayor (DM),

Tabla 34.- Frecuencias alélicas de los SNP de AKT1 rs1130214 y rs1130233 incluidos en el estudio, en el conjunto de la
muestra y en mujeres y varones

GC TP TD TDG TB TDs
Gen/SNP
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
AKT1
rs1130214
G todos 4256 (73) 1946 (72) 815 (69) 838 (70) 706 (73) 90 (78)
G mujeres 2496 (73) 1322 (71) 577 (70) 610 (70) 433 (71) 66 (77)
G varones 1746 (72) 619 (72) 238 (67) 228 (69) 273 (76) 24 (80)
T todos 1590 (27) 766 (28) 365 (31) 360 (30) 260 (27) 26 (22)
T mujeres 912 (27) 530 (29) 247 (29) 258 (30) 175 (29) 20 (23)
T varones 676 (28) 235 (28) 118 (33) 102 (31) 85 (24) 6 (20)
rs1130233
A todos 1442 (25) 700 (26) 291 (25) 320 (27) 253 (26) 27 (24)
A mujeres 848 (25) 476 (26) 204 (25) 232 (27) 166 (28) 16 (19)
A varones 591 (24) 222 (26) 87 (24) 88 (27) 87 (24) 11 (37)
G todos 4390 (75) 1998 (74) 891 (75) 876 (73) 705 (74) 87 (76)
G mujeres 2554 (75) 1364 (74) 622 (75) 634 (73) 436 (72) 68 (81)
G varones 1823 (76) 630 (74) 269 (76) 242 (73) 269 (76) 19 (63)

trastorno bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: y2 = 5,6; ns para el
rs1130214 y %2 = 4,0; ns para el rs1130233, como para el subgrupo de mujeres: 2 = 6,9; ns para
el rs1130214 y %2 = 4,9; ns para el rs1130233 y el subgrupo de varones: 2 = 10,3; ns para el
rs1130214 y y2 = 3,6; ns para el rs1130233. La poblacién control cumple el equilibrio de Hardy-
Weinberg p=0,58 para el SNP rs1130214 y p=0,10 para el SNP rs1130233;
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5.3.1.2 Distribucién genotipica los SNPs rs1130214 y rs1130233 en AKT1 en los distintos
grupos de enfermos. Andlisis de asociacion

En la Tabla 35 se muestran las frecuencias genotipicas para los SPNs de AKT1 rs1130214 y
rs1130233 en el grupo control, en el conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de
pacientes trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM), trastorno bipolar (TB) en el conjunto
de la poblacién y en mujeres y hombres por separado.

Tabla 35. Frecuencias genotipicas de los SNP de AKT1 rs1130214 y rs1130233 y estudio de asociacion en los
distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y TB: trastorno
bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

AKT1 rs1130214

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR(95%C) p TD OR(95%C) p DM OR(95%C) p  Bp  OR(95%C) p
GG (5125%) (22?7 1.00 (4;396%] 1.00 (4210%1 1.00 (522’52?%] 1.00

o T (:&i‘; (4?2702.) 1,09 (0,95-1,25) 0.45 (4;?2/0) 1,11 (0,95-1,30) 034 (4;512/01 117 (0,97-141)  0.14 [4?,%2%) 1,05 (0,86-1,29)  0.54
T (7221;)] (7928%] 1,04 (0,81-1,35) (729%] 1,16 (0,86-1,55) By 120 0092179) 29(6%) 0,84 (0,56-1,27)

(GGTG+¥ST) (:73;‘;’ (2283 1,08(0,95-1,23) 0.23 (533170” 1,12 (0,96-1,30) 0.15 (53.%9%1 119(1,00-142)  0.54 [4;3;3}%] 102(0,841,24)  0.82

R (GV?TGTT) 723; 792?% 1,00 (0,78-1,29) 0.98 790/ 1,11(0,83-1,47) 049 8‘3@ 1,20 (0,87-165) 027 29(6%) 0,82 (0,55-1,23)
I K some MO0 P L o100

N Gr (45(')"’;*% (23’23 1,09 (0,93-1,29) 0.34 4;‘;2/0 1,09 (0,90-1,32)  0.47 (421’895/01 114(091-1,42)  0.20 [421112/0) 110(0,85-1,42) 057
T r;g(;ﬁ (7?59%] 1,23 (0,89-1,69) (7‘:6%] 1,21 (0,84-1,75) (8336%) 1,40 (0,94-2,11) (72;%) 1,25 (0,77-2,02)

D (GGTifT] (4’;013% (:218 111 (0,95-1,31) 0.19 (4:‘;9%) 111(0,92-1,33) 0.28 (53,21%’/01 117 (0,95-145) 0.3 [51;2] 112 (0,88-143) 036

R (C:IG;TGTT) 612;) 765?% 1,18 (0,86-1,61) 0.31 716% 1,17 (0,82-1,67) 0.4 8336% 1,32 (0,89-1,96)  0.17 72;% 1,20 (0,75-1,91) | 0.46

636 221 121 78 100

S (sa5% (518 100 (48,8%) 100 (47,3%) 1.00 (55,9%) 1.00
cD GT (3‘:;*% {1:'75 1,07 (0,85-1,35) 0.49 (4112% 1,15 (0,86-1,54)  0.56 (437'62%] 1,24 (0,88-1,74)  0.45 [4073%] 0,98 (0,71-1,35) | 0.04
TT {81302] (629%] 0,83 (0,53-1,28) (9’233%] 1,20 (0,73-1,96) (911?%) 1,21 (0,67-2,19) (32%] 0,38 (0,16-0,88)
D (GGTGfT) (4577:% (igﬁz 1,03(083-129) 079 sizzz/o) 116(088-1,53) 028 528;% ) 123089171 o021 [447;’% ) 087(064120) 04
((ig*TGP (313014)) (63390/] 0,80 (0,52-1,23) 0.3 (92330/] 1,12 (0,70-1,81) | 0.63 (911?%,) L10(0,62:194) 075 i’%] 0,38 (0,16-0,88)

rs1130233
TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR (95% CI) p TD OR (95% CI) P OR (95% CI) P OR (95% CI) P
e

cD AG (;2’:‘/07) (239?3 1,15 (1,00-1,32) 0.12 (33830/10) 1,09 (0,93-1,28)  0.54 (3;21?%] 1,12 (0,93-1,35)  0.35 [4;’95';] 1,25 (1,02-1,53)  0.06
AA [61‘73;) . (625?%] 0,98 (0,75-1,29) (6'578%] 1,02 (0,75-1,40) (7‘;6%) 1,21 (0,86-1,70) s eZ%) 0,91 (0,59-1,38)

D (AGGiZZ) (:22;;) (i;?e 1,12 (0,99-1,28) 0.08 (443%] 1,08 (0,93-1,26) ' 0.30 (4;;4%] 1,13 (0,95-1,35)  0.17 r4;22im 1,20 (0,99-1,45) | 0.07

R “ig*:f) 61‘7’; 683?)/0 0,93 (0,72-1,21) 0.59 6578% 0,99 (0,73-1,34)  0.94 7‘;5% 1,15(0,83-1,61) 0.4 517% 0,83 (0,55-1,25)

cD AG (36;;’% (22'68 1,17 (0,99-1,38) 0.12 (3;;‘;)] 1,11 (0,92-1,35)  0.29 (43,756%] 1,22(0,98-1,53)  0.19 ml;s%] 1,30 (1,00-1,67) | 0.14
AA (;1/:’] (eﬁ;n 0,90 (0,64-1,26) (5375%] 0,83 (0,56-1,24) (625?%) 1,00 (0,65-1,54) ( 51?%) 1,05 (0,64-1,74)

D (AGG(XZ] (4722:% (‘gls 1,12 (0,96-1,32) 0.15 (4:15%) 1,07 (0,89-1,28) ' 0.50 (4;‘1”;/0] 1.19 (0.96-1.47) 0,11 Mé‘;ﬁm 1,26 (0,98-1,61) | 0.07

R (GVG;:/S) ;1/09 6502 0,85 (0,61-1,18) 0.31 5’37?% 0,80 (0,54-1,18) ' 0.24 5.25?% 0.92 (0.60-1.41) 0,7 6’26(;& 0,95 (0,58-1,55)  0.82

693 234 136 95 98

GG (57,4% (54,9 1.00 (54,8%) 1.00 (57,6%) 1.00 (55,1%) 1.00
CcD AG (3‘:27% (3186“2] 1,10 (0,87-1,39) 0.66 (3;’3’;}%) 1,04 (0,77-1,39) 0.28 (35:%] 0,87 (0,61-1,24)  0.10 [413/0] 1,18 (0,85-1,64)  0.24
AA [61;7] {;2’ 1,15 (0,74-1,80) (9’233;4)] 1,52 (0,92-2,51) (101;}%] 1,71 (0,98-2,97) 3 ;%] 0,64 (0,29-1,43)
D (AGGG+XZ) (4521:% (‘1*;21 1,11 (0,89-1,38) 0.37 (451’12?%) 1,11 (0,84-1,46) 0.46 (4272%] 0,99 (0,71-1,38)  0.97 (4483%] 1,10 (0,80-1,51)  0.55
R (c:i+::) (61?’0] (730(1) 1,11 (0,72-1,72) 0.64 (923300] 1,50 (0,92-2,44) 0.11 (10120“ 1,80 (1,05-3,09) 0.04 (3 ;00] 0,60 (0,27-1,32)  0.18

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo. TP: todos los pacientes; PD: depresién; DM; Depresién mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno
bipolar
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En el conjunto de pacientes y en el conjunto de pacientes diagnosticados de algun tipo de
depresion, no observamos asociacion con los SNPs rs1130214 y rs1130233 de AKT1, en ninguno de
los modelos estudiados (codominante, dominante y recesivo) ni para el subgrupo de mujeres o
varones. En pacientes diagnosticados de depresion mayor (DM) encontramos un incremento
significativo del riesgo de enfermedad en el modelo recesivo en varones con genotipo TT del SNP
rs1130233 (OR=1,80; 1C95% = 1,05-3,09; p=0,04). Los varones portadores del alelo T del
marcador rs1130214 muestran un claro efecto protector al trastorno bipolar, (OR=0,38; IC95%
0,16-0,88; p=0,04) tanto en el modelo codominante como en el recesivo, sin embargo el bajo
numero de casos en este subgrupo de pacientes (n=6) obliga a considerar este resultado con
reservas. Por el contrario, el marcador rs1130233 presenta una tendencia a incrementar el riesgo
de trastorno bipolar en los individuos heterocigéticos GT del conjunto de la poblacién (modelo
codominante OR=1,25; 1C95% 1,02-1,53; p=0,06) sobre todo en mujeres (modelo dominante
OR=1,30; IC95% 1,00-1,67; p=0,14), aunque no llego a ser estadisticamente significativo.

5.3.2 APC

5.3.2.1 Distribucion alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg de los SNPs rs454886, rs13167522
yrs17290456 en APC

Las frecuencias alélicas de los SNPs rs454886, rs13167522 y rs17290456 en APC se muestran
en la Tabla 36. Las frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de
los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresién
mayor (DM), trastorno bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: y2 =
3,1; ns para el rs454886; 2 = 2,51; ns para el rs13167522 y y2 = 3,0; ns para el rs1130233, como
para el subgrupo de mujeres: y2 = 3,1; ns para el rs454886; 2 = 0,6; ns para el rs13167522 y y2 =
3,1; ns para el rs1130233 y el subgrupo de varones: 2 = 3,0; ns para el rs454886; y% = 4,0; ns para
el rs13167522 y 42 = 1,5; ns para el rs1130233. La poblacién control cumple el equilibrio de Hardy-
Weinberg p=0,58 para los SNPs rs454886 p=0,8; rs13167522, p=0,4 y rs17290456 p=0,8.

Tabla 36.- Frecuencias alélicas de los SNP en APC rs454886, rs13167522 y rs17290456 incluidos en el estudio en el
conjunto de la muestra y en mujeres y varones.

GC TP TD

APC /SNPs
N(%) N(%) N (%)

rs454886

T todos 3981 (68) 1808 (68) 1148 (67) 790 (67) 660 (69) 73 (64)
T mujeres 2310 (68) 1248 (68) 825 (67) 581 (67) 423 (71) 52 (63)
T varones 1671 (68) 556 (66) 319 (65) 209 (65) 237 (67) 21 (66)

C todos 1893 (32) 870 (32) 576 (33) 394 (33) 294 (31) 41 (36)
C mujeres 1108 (32) 580 (32) 405 (33) 281 (33) 175 (29) 30 (37)
C varones 785 (32) 288 (34) 169 (35) 113 (35) 119 (33) 11 (34)

rs13167522

T todos 5361 (91)  2453(91)  1590(92) 1089 (92) 863 (90) 106 (91)
T mujeres 3119 (91)  1671(91)  1128(91) 789 (92) 543 (90) 76 (90)
T varones 2242 (91) 776 (92) 456 (93) 300 (93) 320 (90) 30 (94)

C todos 527 (9) 231 (9) 140 (8) 97 (8) 91 (10) 10 (9)
C mujeres 303 (9) 163 (9) 106 (9) 73 (8) 57 (10) 8 (10)
C varones 224 (9) 68 (8) 34 (7) 24 (7) 34 (10) 2 (6)

rs17290456

T todos 5471 (93) 2513 (93) 1632 (93) 1119 (93) 881 (92) 110 (93)
T mujeres 3171(92)  1709(92) 1159 (93) 813 (93) 550 (91) 79 (92)
T varones 2300 (93) 798 (93) 467 (94) 306 (93) 331(92) 31(97)

C todos 437 (7) 199 (7) 118 (7) 83 (7) 81 (8) 8(7)
C mujeres 261 (8) 141 (8) 87 (7) 59 (7) 54 (9) 7(8)
C varones 176 (7) 58 (7) 31 (6) 24 (7) 27 (8) 1(3)

GC: grupo control. TP; todos los pacientes; TD: todos los pacientes diagnosticados de trastorno depresivo; TB: trastorno
bipolar; TDs: distimias. N: nimero de casos; (%) porcentaje de pacientes.
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5.3.2.2 Distribucion genotipica de los SNPs rs454886, rs13167522 y rs17290456 en APC en los
distintos grupos de enfermos. Andlisis de asociacién

Tabla 37. Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los SNP en APC rs454886, rs13167522 y rs17290456 en
los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y TB: trastorno
bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

APC rs454886

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control P OR (95% ClI) [ ™ OR (95% CI) [ DM OR (95% Cl) P Bp OR (95% Cl) p
1346 609 100 384 100 267 100 225 100
(45,8%) (45,5%) ’ (44,5%) ’ (45,1%) g (47,2%) g
1289 590 380 256 210
co H 0,97 - 0,61 H 0,62 - 0,58
T usow) (a1 OL(088L16) 97 a1y L03(088120) X (3% L0000,83121) b (44%) 0,97 (0,80-1,19) )
cc 302 140 (0,82-1,28) 9% 1,14 (0,88-1,47 69 1,15 (0,86-1,54) 42 0,83(0,58-1,18)
(10,3%) (10,5%) '~ (11,4%) T ) (11,7%) 0N (8,8%) 83 (0,581,
D Tvs 1391 730 ) (0,89-1,15) 0,83 478 | 10s (0,90-1,23) 0,51 325 03 (0,86-1,23) 0,75 22 0,95(0,78-1,15) 0,59
(CT+CC)  (54,2%) (54,5%) = T (Bs5%) T ’ (549%) ’ (52,8%) TR i
R (MeCTvs - 302 140 ) ) (0,82-1,26) 0,86 9% 1,12(0,88-1,43) 0,36 69 1,15(0,87-1,52) 0,33 42 0,84(0,60-1,18) 0,31
cC (103%) (10,5%) P (1,4%) T i (11,7%) O g (8,8%) e i
. 772 427 100 278 100 196 100 149 100
(45,2%) (46,7%) ’ (45,2%) ’ (45,5%) g (49,8%) g
766 394 269 189 125
c cT 78-1,1 0,7 0,98(0,80-1,19) 0,74 ,97 (0,78-1,22) 0,89 0,85 (0,65-1,09 0,29
(aa,8%) (83,9 O°3(0.78-L,10) (43,7%) ( ) (@3o%) °7078122) (41,8%) ( )
cc 7 93 0,98(0,74-1,30) &8 1,10 (0,81-1,51) 48 1,06 (0,74-1,52) z 0,76 (0,48-1,19)
(10%) (102%) T (11,1%) T (0,7%) T (8,4%) R
D TTvs 937 48T o4 (0,80-1,10) 0,45 37 100 (0,83-1,20) 0,99 ) (0,80-1,22) 0,91 150 0,83(0,65-1,06) 0,14
(CT+CC)  (54,8%) (53,3%) ! ’ 4 (54,8%) ’ (e ’ (54,5%) ! e ’ (50,2%) ! e ’
R (TmcT)vs AL 93 102(0781,33) 089 0 1,12(0,83-1,51) = 0,46 48 1,07 (0,76-1,52) 0,68 = 0,82 (0,53-1,27 0,37
cc (10%) (102%) (0,78-1,33) ) 1% (0,83-1,51) E wo7%) v (0,76-1,52) 3 (8,4%) ,82(0,53-1,27) 5
VARONES
- 574 181 100 105 100 71 100 76 100
(46,7%) (42,9%) ’ (43%) ’ (44,1%) g (42,7%) .
523 194 109 67 85
o H 0,38 - 0,52 H 0,41 X 0,43
T anew wew V8 (0,93-1,49) 38 agw V1 (0,85-1,53) rew) 04 (0,73-1,48) , PR (0,88-1,71)
cc 131 47 1,14 (0,78-1,65 30 1,25(0,80-1,96 3 1,42 (0,85-2,36 1 0,98 (0,56-1,71
(10,7%) (11,1%) (0,78-1,65) (123% v (0,80-1,96) a3%) v (0,85-2,36) 9,6%) ,98 (0,56-1,71)
D TTvs o4 - 21, (0,94-1,46) 0,17 139 116 (0,88-1,53) 0,29 % 1,11(0,80-1,55) 0,53 102 1,18(0,86-1,62) 0,31
(CT+CC) (53,3%) (57,1%) , (57%) PR ’ (559%) U 4 (57,3%) O i
R (mecTyvs R 47 1,05(0,74-1,49) 0,79 30 1,17(0,77-1,79) 0,46 23 1,40 (0,87-2,25) 0,18 v 0,88(0,52-1,50) 0,65
cC (10,7%) (11,1%) T T 12,3%) T i (143%) T g (9,6%) TR i
rs13167522
TODOS LOS PACIENTES
modelo genotipo Control TP OR (95% Cl) [ ™ OR(95% Cl) P TDG OR(95% CI) P Bp OR(95% CI) p
2436 1118 100 730 100 500 100 388 100
(82,7%) (83,3%) : (84,4%) ) (84,3%) : (81,3%) ’
489 217 130 0,89(0,72-1,09) 89 87
D d 0,83 0,52 ,89 (0,69-1, 0,62 ,12 (0,871, 0,57
T eew) a7 (0,81-1,15) (15%) 5w %89 (0,69-1,13) sy L120087:144)
19 7
cc 4-1,92 5(0,6%) 0,88(0,33-2,36 4(0,7 1 - 2(0,4 0,66 (0,15-2,85
0,6%) (0,5%) 0,80 (0,34-1,92) (0,6%) 0,88(0, ,36) (0,7%) 1,03 (0,35-3,03) (0,4%) ,66 (0, ,85)
D TTvs 508 224 o (0,81-1,14) 0,65 135 589 (0,72-1,09) 0,25 93 0,89(0,70-1,14) 0,35 89 1,10(0,86-1,41) 0,46
(CT+CC) (17,3%) (16,7%) 0 se%) i (5,7%) T , (18,7%) R i
R (mecTpvs B3 ! 081(034192) 0,62 5(0,6%) 090(0,33240) 082 4(0,7%) 105(0,35308) 098 2(04% 0650015279 054
cc (0,6%) (0'5%) g g 3 9 070, g g - ! 170, 0 G ! » 370, 0 g g »
1419 756 100 513 100 359 100 243 100
(82,9%) (82,4%) ’ (83,1%) : (83,3%) ’ (81%) :
281 159 102 1,00(0,78-1,29) 71 57
co . 0,25 0,63 = 0,53 1,1 -1,62 0,09
T eaw%) (173% “06(086-L31) 25 5% ) 165%) 100075133) ) (19%) ,18(0,86-1,62) )
11 2 0
cc 6% ©2% O3 (0,08-1,54) 2(0,3%) 0,50(0,11-2,28) 1(0,2%) 0,36 (0,05-2,79) (0%) 0,00 (0,00-NA)
D TTvs 292 161 ) 030,84128) 075 % 099(0771,26) 091 2 0,97(0,73-1,29) 0,86 >7 1,14 (0,83-1,56 0,42
(CT+CC)  (17,1%) (17,6%) (020l 28) ’ (16,9%) (0.77-1,26) 4 (16,7%) 7R 4 (19%) +14(0,83-1,56) 4
R (mCTvs 2 0,34(0,07-1,53) 0,11 2 0,50(0,11-2,27) 0,34 ! 0,36(0,052,79) 0,26 0 0,00 (0,00-NA) 0,05
cc 0,6%) (02%) = , 03%) T ’ 02%) U ¢ (0%) U !
VARONES
1017 359 N 214 N 141 . 145 )
(82,5%) (85,1%) (87,3%) (87%) (81,9%)
208 58 28 18 30
c cT 7 5l 0,19 0,64(0,42:0,97) 0,06 ,62(0,37-1,04) 0,06 1,01(0,66-1,54 0,8
(16,9%) (13,7%) *7°(058-L,08) (11,4%) ( ) (11,19 *02(037:1,04) (16,9%) ( )
cc 8 > 1,77 (0,58-5,45) 3 1,78(0,47-6,77) 3 2,70 (0,71-10,31) 2 1,75(0,37-8,34)
(0,6%) (1,2%) ' T (1,2%) | T (1,8%) ! ! (1,1%) ! T
D TTvs 216 63 0,83(0,61-1,12) 0,22 31 0,68(0,46-1,02) 0,55 2 0,70(0,43-1,13) 0,13 32 1,04(0,69-1,57) 0,86
(CT+CC)  (17,5%) (14,9%) e ” (12,7%) ’ e ’ (13%) ! e ! (18,1%) ’ e ’
R (s 8 ° 1,84(0,60-5,64) 0,3 3 1,90(0,50-7,21) 0,37 3 2,89(0,76-11,00) 0,15 2 1,75(0,37-8,31 0,51
cc ©0,6%) (1,2%) y ,60-5,/ ) (1,2%) ,90(0,50-7,21) 5 ws%) > (0,76-11,00) A (1,1%) ,75(0,37-8,31) 5
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Tabla 26 (continuacion)

rs17290456
TODOS LOS PACIENTES
modelo genotipo Control TP OR (95% Cl) p ™ OR(95% Cl) [ TDG OR (95% Cl) [ Bp OR(95% Cl) [
T 2534 1162 G 761 100 521 100 401 100
(85,8%) (85,7%) g (87%) ’ (86,7%) ’ (83,4%) ’
403 189 110 0,91(0,73-1,14) 77 79
o % 0,64 0,64 . 0,84 - 0,15
cT (13,6%) (13,9%) 1,02 (0,85-1,23) X (12.6%) X (12,8%) 0,93 (0,72-1,21) b (16,4%) 1,24(0,95-1,61) 5
17 5 1
cc 0,64 (0,24-1,74 4(0,5%) 0,78(0,262,34 3(0,5%) 0,86 (0,25-2,94 0,37 (0,05-2,80,
(0.6%) (0,4%) ( ) (0,5%) ( ) (0,5%) ( ) 0,2%) ( )
D Trvs 420 - 194 o (0,84-1,21) 0,94 114 0,90(0,72-1,13) 0,37 8 0,93 (0,72-1,20) 0,56 8 1,20(0,93-1,56) 0,17
(CT+CC)  (14,2%) (143%) i (13%) TR i (133%) § (16,6%) e ’
R (mTivs > 0,64(0,24-1,74) 0,36 4(0,5%) 0,79(0,27-2,36) 0,67 3 0,87(0,25-2,97) 0,82 0,36(0,052,71) 0,25
cc (0,6%) (0,4%) ) ,24-1, g 27, 3 ,81-2,. 4 (0,5%) g 2972, g (0,2%) g U93-¢, g
1465 786 100 538 100 378 100 248 100
(85,4%) (85%) g (86,4%) ’ (86,7%) ’ (82,1%) ’
241 137 83 0,94(0,72-1,23) 57 54
o < 0,32 0,64 E 0,51 - 0,05
cT (14%) (14,8%) 1,06 (0,84-1,33) ) (13.3%) , (13,1%) 0,92 (0,67-1,25) y (17,9%) 1,32(0,96-1,83) X
cc 10 2 0,37 (0,08-1,71) 2(0,3%) 0,54 (0,12-2,49) ! 0,39 (0,05-3,04) 0 0,00 (0,00-NA)
©06%) (02%) 3700081 E ,54 (0,122, ©02%) 03000053 ©0%) ,00 (0,
D s 251 139 1,03(0,82-1,29) 0,78 & 0,92(0,71-1,20) 0,55 8 0,90 (0,66-1,22) 0,48 54 1,27(0,92-1,76) 0,15
(CT+CC) (14,6%) (15%) ' ! ! ’ (13,6%) ’ ' ! ! (13,3%) ’ ! ! ! (17,9%) ! ’ ! ’
R (TCTvs P10 2 0,37(0,08-1,69) 0,16 2 0,55(0,12-2,51) 0,41 ! 0,39(0,05-3,07) 0,31 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,07
cc 0,6%) (0,2%) § 03%) 022 01% ) 0,2% 320053 § 3 ,00 (0, X
VARONES
- 1069 373 - 220 100 143 - 153 100
(86,3%) (87,2%) g (88,3%) ! (86,7%) ’ (85,5%) !
162 52 27 0,81(0,53-1,25) 20 25
cD T = 0,84 0,57 f 0,64 1 -1,7 0,95
C (13,1%) (12,2%) 0,92 (0,66-1,28) 5 (10,8%) B 12,1%) 0,92 (0,56-1,52) X (14%) ,08 (0,68-1,70) X
cc ! 3 1,23(0,32-4,77 2 1,39(0,29-6,73) 2 2,14 (0,44-10,38) ! 1,00(0,12-8,17)
(0,6%) (0,7%) a2 (0,8%) 27T (1,2%) = By, (0,6%) i
D TTvs 169 55 0,93(0,67-1,29) 0,67 2 0,83(0,55-1,27) 0,39 2 0,97 (0,60-1,57) 0,91 % 1,07(0,69-1,68) 0,75
(CT+CC) (13,7%) (12,8%) ! ! ’ (11,7%) ! ’ ! ! (13,3%) ! ' ! ’ (14,5%) ! ! ! ’
R (meChvs &7 3 1,24(0,32-4,82) 0,76 2 1,42(0,296,89) 0,67 2,16 (0,44-10,48) 0,38 ! 0,99(0,12-8,08) 0,99
CC (0,6%) (0,7%) ! T ’ (0,8%) ! T ! (1,2%) ! ! ! ’ (0,6%) ! T ’

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo, TP: todos los pacientes; PD: depresién; DM; Depresion mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno bipolar

En la Tabla 37. Frecuencias genotipicas y estudio de asociacién de los SNP en APC rs454886, rs13167522y
rs17290456 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor

y TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varonesse muestran las frecuencias genotipicas para
los SNPs rs454886, rs13167522 y rs1729456 en el gen APC en el grupo control, en el conjunto de
los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes diagnosticados de trastorno depresivo
(TD), depresion mayor (DM) o trastorno bipolar (TB) para el conjunto de la poblacidn y en mujeres
y hombres por separado.

En el conjunto de la poblacidn de pacientes y en el conjunto de pacientes diagnosticados de
algiin tipo de depresién, depresién mayor o trastorno bipolar no observamos asociacién con el
SNPs rs454886 en APC, en ninguno de los modelos estudiados (codominante, dominante y
recesivo) ni para el subgrupo de mujeres o varones.

En el caso del SNP rs13167522 no observamos asociaciéon con ninguna de las patologias para
el conjunto de la poblacién. En el grupo de mujeres hay una disminucién clara del genotipo CC en
todas las patologias, pero no alcanza la significaciéon estadistica. En el grupo de los varones,
observamos una tendencia a un incrementa del riesgo el genotipo homocigético recesivo CC en el
modelo codominante para el conjunto de los varones (OR= 1,77; IC95% = 0,58-5,45; p=0.19), los
varones diagnosticados de algun tipo de depresiéon (OR= 1,78; 1C95% = 0,42-6,77; p=0,06), o de
depresién mayor tanto en el modelo codominante (OR= 2,70; 1C95% = 0,717-10,31; p=0,06) como
recesivo (OR= 2,89; 1C95% = 0,76-11,00; p=0,15).

Finalmente, en el marcador rs17290456 (Tabla 37. Frecuencias genotipicas y estudio de asociacién de los
SNP en APC rs454886, rs13167522 y rs17290456 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD:

pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones) NoO
observamos asociacién con ninguna de las patologias en el conjunto de la poblacidn, En el subgrupo
de varones, encontramos un incremento de riesgo de trastorno bipolar en varones con genotipo CT
en el modelo codominante (OR=1,32; p=0,05).
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5.3.3 AXIN1

Las frecuencias alélicas del SNP rs214250 de AXIN1 se muestran en la Tabla 38.- Frecuencias
alélicas del SNP rs214250 de AXIN1 en los distintos grupos de estudio y en mujeres y varones. Las frecuencias
alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y en los
distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresiéon mayor (DM), trastorno
bipolar (TB) y distimias (TDs) y tanto para el conjunto de la poblacién como para las mujeres y los
varones. La poblacién control cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg p=0,23 para este SNP.

Tabla 38.- Frecuencias alélicas del SNP rs214250 de AXIN1 en los distintos grupos de estudio y en mujeres y varones.

Gen/SNP
AXIN1
rs214250
C todos 4595(79)  2125(78)  1368(78)  956(80)  79(71) 757 (79)
C mujeres 2704 (79) 1456 (79) 969 (78) 689 (79) 59 (72) 487 (80)
C varones 1891 (78) 665 (78) 395 (80) 267 (80) 20 (67) 270 (75)
1L i 1237 (21) 585 (22) 378 (22) 246 (20)  33(29) 207 (21)
T mujeres 702 (21) 394 (21) 275 (22) 181 (21) 23 (28) 119 (20)
T varones 535 (22) 189 (22) 101 (20) 65 (20) 10 (33) 88 (25)

5.3.3.2 Distribucion genotipica del SNP rs214250 en AXIN1 en los distintos grupos de enfermos.
Anadlisis de asociacion
Tabla 39.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacién de los genotipos del SNP rs214250 en Axin-1 en los

distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y TB: trastorno
bipolar

AXIN1 rs214250

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR (95% Cl) [ ™ OR (95% CI) [ DM OR (95% Cl) [ 8B OR(95% CI) p
cc sy KRR 1.00 538 1.00 222 1.00 2 1.00
(61,7%) (61,6%) (61,6%) (63,6%) (61,6%)
I o 995 455 ) 03(0,871,22) 0,62 22 098(0831,15) 061 o2 091(0,751,10) 0,57 - 099(081-1,22) 0,92
(34,1%) (33,6%) (33,5%) (31,9%) (33,8%)
™ 121 65 1300,75.1,68) 43 119(0,831,71) 27 1,05(0,681,62) 22 110(0,69-1,76)
(4,2%)  (4,8%) (4,9%) (4,5%) (4,6%)
D CCvs 116 520 ) h0(0,881,15) 0,95 2> 1,00086117) 096 _°20 092(077111) 0,40 2> 100(0,821,22) 0,96
(CTTT) (38,3%) (38,4%) (38,4%) (36,4%) (38,4%)
R (CCxCT)vs 121 65 1 necise) 038 %3 120(0844,71) 033 2. 1,00(071166) 071 2> 1,10(0,691,76) 0,68
T (4,2%) (4,8%) (4,9%) (4,5%) (4,6%)
modelo genotipo Control TP OR (95% Cl) [ PD OR (95% CI) [ DM OR (95% Cl) P T8 OR(95% CI) p
cc et o 1.00 377 1.00 e 1.00 LB 1.00
(62,8%) (61,8%) (60,6%) (44,7%) (64,4%)
D cr 566 312 9900,861,13) 0,82 220 1,08(0,894,31) 052 S22 138(1,071,78) 0,83 O 094(072-122) 0,86
(33,2%) (33,7%) (34,6%) (46,8%) 32%)
™ 68(4%) *1  116(0,85-1,58) 30 4 25(0,80-1,95) 24 4 40(0,882,21) 1 89(0,46-1,71)
(4,4%) (4,8%) (8,5%) (3,6%)
b CCvs 634 353 ) 04(088123) 068 2% 1100091132 034 ' 099(080123) 093 1% 093072120 0,60
(CT+TT) (37,2%) (38,2%) (39,4%) (37%) 35,6%)
11
R (€N ogam) 41 1120751,66) 059 0 1220078189 038 20 116(0,701,93) 0,58 091(0,47-1,73) 0,76
(4,4%) (4,8%) (4,6%) (3,6%)
VARONES
modelo genotipo Control TP OR (95% Cl) P PD OR (95% Cl) [ DM OR (95% CI) [ B OR (95% Cl) P
cc 731 262 1.00 160 1.00 108 1.00 102 1.00
(60,3%) (61,4%) (64,5%) (65,1%) (57%)
o 29 1 09200724,16) 045 /> 080053108 028 . 080056115 048 °° 110079154 051
(35,4%) (33%) (30,2%) (30,7%) (36,9%)
T =3 & 1,26 (0,76-2,09) 13 1,12 (0,60-2,10) 7 (4,2%) 0,89 (0,40-2,02) i 1,49 (0,75-2,94)
(4,4%)  (5,6%) (5,2%) (6,2%)
b CCvs 482 165 9610,761,200 0,69 55 083(0631,11) 021 o 081(0,581,14) 023 ' 114(083157) 0,40
(CT+TT)  (39,7%) (38,6%) (35,5%) (34,9%) (43%)
R (CcxcTvs 53 24 130(0,792,14) 0,30 1 121(0,652,26) 0,55 7(4,2%) 0,96(0,432,16) 0,03 1,43(0,73-2,80) 0,31
™ 4,4%) (5,6%) - ,79-2, ) 5,2%) Y (0,65-2, ) ,2%) 0, ,43-2, ) 6,2%) - ,73-2, 8

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo. TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresion mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno
bipolar

Las frecuencias genotipicas para el polimorfismos rs214250 de AXIN1, se pueden observar en
la Tabla 39, en el conjunto de la poblacién y en mujeres y hombres por separado para el grupo
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control, en el conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes
diagnosticados de trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM) o trastorno bipolar (TB).

Para el conjunto de la poblacidn, los pacientes diagnosticados de depresidn, depresién mayor
o trastorno bipolar, no observamos ninguna asociacion significativa en el SNPs rs214250 de AXIN1.

5.3.4 AXIN2

5.3.4.1 Distribucion alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs3923086 y rs7210356 en
AXIN2

Las frecuencias alélicas de los SNPs seleccionados de AXINZ2, rs3923086 y rs7210356, se
muestran en la Tabla 26. Para los SNPs, las frecuencias alélicas se muestran en la Tabla 40. Las
frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y
en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM), trastorno
bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: y2 = 5,6; ns para el rs3923086
y %2 = 2,4; ns para el rs7210356, como para el subgrupo de mujeres: y? = 7,2; ns para el rs3923086
y %% =3,1; ns para el rs7210356 y el subgrupo de varones: y2 = 7,8; ns para el rs3923086 y x2=1,1;
ns para el rs7210356.. La poblacién control cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs
rs3923086 p=0,46 y rs7210356 p=0,50.

Tabla 40.- Frecuencias alélicas de los SNP en AXIN2, rs3923086 y rs7210356 incluidos en el estudio en el conjunto de
la muestra y en mujeres y varones.

TP TD TDG TB TDs
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
AXINZ2
rs3923086
T todos 3160 (54) 1396 (52) 907 (53) 640(54) 489 (51) 53 (47)
T mujeres 1832 (54) 972 (53) 668 (54) 482 (54) 304 (50) 37 (45)
T varones 1328 (54) 423 (50) 238 (49) 158 (49) 185 (50) 16 (53)
G todos 2728 (46) 1286 (48) 817 (47) 544 (46) 469 (49) 59 (53)
G mujeres 1588 (46) 860 (47) 562 (46) 378 (44) 298 (50) 45 (55)
G varones 1140 (46) 421 (50) 250 (51) 166 (51) 171 (48) 14 (47)
rs7210356
G todos 5300 (90) 2439 (90) 1582 (90) 1085(90) 857 (89) 103 (87)
G mujeres 3072 (90) 1666 (90) 1128 (90) 792 (91) 538 (89) 74 (86)
G varones 2228 (90) 767 (90) 448 (90) 293 (89) 319 (89) 29 (91)
A todos 602 (10) 273 (10) 168 (10) 115 (10) 105 (11) 15 (13)
A mujeres 352 (10) 186 (10) 120 (10) 80 (9) 66 (11) 12 (14)
A varones 250 (10) 87 (10) 48 (10) 35 (11) 39 (11) 3(9)

GC: grupo control. TP; todos los pacientes; TD: todos los pacientes diagnosticados de trastorno depresivo; TB: trastorno
bipolar; TDs: distimias. N: nimero de casos; (%) porcentaje de pacientes.

5.3.4.2 Distribucién genotipica del SNP rs3923086 y rs7210356 en AXIN2 en los distintos
grupos de enfermos. Andlisis de asociacion

Las frecuencias genotipicas para los polimorfismos de AXINZ2 seleccionados, SNPs rs3923086
y 1s7210356, se pueden observar en la Tabla 41, en el conjunto de la poblacién y en mujeres y
hombres por separado para el grupo control, en el conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos

subgrupos de pacientes diagnosticados de trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM) o
trastorno bipolar (TB).
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Para el conjunto de la poblacién, los pacientes diagnosticados de depresién mayor o trastorno
bipolar, no observamos ninguna asociacién significativa en los dos SNPs estudiados en Axin-2
rs3923086 y rs7210356. En el caso del conjunto de pacientes diagnosticados de algun tipo de
depresion, observamos un incremento significativo de riesgo en el alelo recesivo G del SNP
rs3923086 para los varones en el modelo codominante (OR = 1,49 (1,02-2,18); p=0,08) pero sobre
todo en el modelo recesivo (OR= 1,40 (1,02-1,91); p0,04), este incremento del riesgo no se observa
en los pacientes diagnosticados con depresion mayor ni para el SNP rs7210356.

Tabla 41.,- Frecuencias genotipicas y estudio de asociaciéon de los genotipos de los SNP en AXIN2
rs3923086 y rs7210356 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes
deprimidos; DM: depresion mayor y TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

AXIN2 rs3923086
TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR(95% CI) ) ™ OR(95% Cl) ) DM OR (95% Cl) ) Bp OR(95% Cl) [
o 838 365 00 240 + 00 71 100 125 * o0
(28,5%) (27,2%) (27,8%) (28,9%) 26,1%)
e 6T 1488 666 4 0310,881,200 032  **7 10000841200 064 20  098(080121) 097 230 1080086136 03
(50,4%) (49,7%) (49,5%) (50,3%) (49,9%)
66 622 310 ) 14(0,95-1,37) 195 4 09(0,88-1,36) 123 4 97(0,75-1,25) M5 24(0,941,63)
21,1%) (23,1%) (22,6%) (20,8%) (24%)
b TTus 2106~ 976 ) 06(092-1,23) 04 S22 103087122 o072 21 098081119 o088 > | 113091140 028
(6T+GG) _ (71,5%) (72,8%) (72,2%) (71,1%) (73,9%)
R (s6Tvs = 622 310 1) h06031) 014 2% 100(091-1,31) 035 2> 098(079-1,22) 085 > 118(004,48) 016
6 21,1%) (23,1%) 22,6%) 20,8%) (24%)
" 481 255 00 179 100 131 100 76 100
(28,1%) (27,8%) 29,1%) (30,5%) 25,2%)
e 6t 870 © 462 1 50083121) 091 0 | 096(0,77119) 089 20 093(0731,18) 04 2 111(082149) 036
(50,9%) (50,4%) (50,4%) (51,2%) (50,5%)
ps 359 199 ) 05 (0,83-1,32) 126 94(0,721,23) 70 0,81(0,591,10) 3 129(0,911,82)
21%)_(21,7%) 20,5%) (18,4%) (24,2%)
) TTvs 1229 - 661 51 10850,21) 087 3% 095(078117) 065 20  089(071113) 034 2> 116(0,88153) 0,30
(6T+GG) _ (71,9%) (72,2%) (70,9%) (69,5%) (74,8%)
R (T+GT)vs 359 199 ) 01 0861,27) 066 225  097(077122) 079 '°  0850,651,11) 022 _ . 120(0901,61) 0,21
GG (21%) (21,7%) (20,5%) (18,4%) (24,2%)
VARONES
" 357 110 100 61 100 40 100 143 100
(28,9%) (26,1%) (25%) (24,7%) (79,9%)
e 6t 614 203 07 082140) 014 M 111079155 008 78 113(0761,70) 021 2 1,02(068153) 072
(49,8%) (48,1%) (47,5%) (48,1%) (18,4%)
6 263 109 350,99-1,83) 57 | 1,49(1,022,18) 4 149(0,952,36) 3 1,75(0,496,28)
(21,3%) (25,8%) 27,5%) 27,2%) (1,7%)
) TTvs 877 312 15090148) 026 23 122089167 021 22 124(085181) 025 _°°  1,06(072157) 078
(6T+GG) _ (71,1%) (73,9%) (75%) (75,3%) 20,1%)
R (TT+GTvs | 263 109 ) »5099066) 006 _°/  1,40(1,021,91) o004 % 1380095200 01 176 1,00 0,42
GG 21,3%) (25,8%) 27,5%) 27,2%) (98,3%)
rs7210356
TODOS LOS PACIENTES
modelo genotipo Control TP OR (95% CI) P ™ OR (95% Cl) [ TDG OR (95% Cl) P Bp OR (95% Cl) p
o 2383 1007 00 713 100 490 100 384 L o0
(80,8%) (80,9%) (81,5%) (81,7%) (79,8%)
cD AG 534 245 0(0,8a1,18) 094 2°°  098(0801,19) 045 %2 096(0761200 072 %% 103081133 o064
(18,1%) (18,1%) (17,8%) (17,5%) (18,5%)
AL 3 140%  089(0,481,67) & 059(0251,41) > 0,72(0281,84) 8 146(0673,18)
(1,1%) ©0,7%) (0,8%) (1,7%)
b GGvs 568 259 (99(0841,17) 091 1°% | 095079116 063 0 094(0751,18) 06 _°/  1,06(083135) 064
(AG+AA) _ (19,2%) (19,1%) (18,5%) (18,3%) (20,2%)
R (GGAG) 34 140w 0900484,67) 073 O 059(025142) 021 C . 072(028185) 048 5 145067315 037
A (11%) 0,7%) (0,8%) (1,7%)
e 1382 750 100 509 100 360 100 201 100
(80,7%) (81%) (81,6%) (82,6%) (79,8%)
e AG 308 166 o99(0,81122) 09 M0 097(0761,23) 058 2 090(068119) 061 _° | 104(0,761,43) 085
(18%) (17,9%) (17,6%) (16,5%) (18,5%)
2 10 84(0,39-1,78) 5 062(0231,64) 4 0,70(0242,08) S 130(049347)
(13%)_(1,1%) 0,8%) 0,9%) (1,7%)
b GGvs 30 176 980801200 087 1 | 095(0,751,200 064 °  088(067-1,16) 038 _°L  106(078144) 071
(AG+AA)  (19,3%) (19%) (18,4%) (17,4%) (20,2%)
R (GaHAG) 22 10 u0000,78) 066 0. 0620023465 031 Y 071(024207) 052 O 120(049344) 0562
vAA (13%) (1,1%) 0,8%) (0,9%) (1,7%)
VARONES
GG 1001 344 1,00 201 1,00 130 1,00 143 1,00
(80,8%) (80,6%) (81%) (79,3%) (79,9%)
cD AG 26 79 05077135 099  *°  101(0711,44) 063 0 112(0751,69) 076 > 1,02(0,68153) 072
(18,2%) (18,5%) (18,6%) (20,1%) (18,4%)
124 597(0313,09) L 0,42(0,053,20) L 0,64(0,084,97) 3 175(0496,28)
%) (0,9%) 0,4%) (0,6%) (1,7%)
o GGus 238 81077438 092 4 098(0691,39) 092 3% 1100074165 065 _3° | 106(0,72157) 078
(AG+AA)  (19,2%) (19,4%) (18,9%) (20,7%) (20,1%)
N (GewAG) 12 & o9700313,01) 095 1 041(0,05319) 034 L 063(008485) 063 > 174(049624) 042
vs AA (1%) _(0,9%) 0,4%) 0,6%) (1,7%)
CD: modelo codomi D: modelo i ey R: modelo recesivo. TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresion mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno
bipolar
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5.3.5 CTNNB1

5.3.5.1 Distribucion alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs2140090, rs3774369,
rs3864004, rs3915129, rs4135385, rs4533622,rs6776881 y rs13075993 en CTNNB1

Las frecuencias alélicas de los SNPs seleccionados para CTNNBI se muestran en la tabla 28.
Las frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de los pacientes
(TP) y en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM),
trastorno bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: para rs2140090 2
= 2,6; ns; rs3774369 y2 = 4,3; ns; rs3864004 y2 = 2,8; ns; rs3915129 y2 = 2,7; ns; rs4135385 y2 =
6,0; ns; rs4533622 %% = 3,1; ns; rs6776881y2 = 2,3; ns; y rs13075993 %2 = 2,1; ns.

Tabla 42.- Frecuencias alélicas de los SNP en CTNNB1: rs2140090, rs3774369,rs3864004, rs3915129, rs4135385,
rs4533622,rs6776881 y rs13075993 incluidos en el estudio en el conjunto de la muestra y en mujeres y varones

GC TP TD TDG TDs
Gen/SNP
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

CTNNB1

rs2140090

G todos 3380 (58)  1547(58) 1003 (59) 698 (60) 69 (59) 544 (57)
G mujeres 1929 (57) 1033 (57) 695 (57) 486 (57) 52 (62) 338 (56)
G varones 1451(59) 510 (61) 304 (63) 212 (67) 17 (53) 206 (58)

Tt 2490 (42)  1119(42) 707 (41) 472 (40) 47 (41) 412 (43)
T mujeres 1481 (43) 789 (43) 527 (43) 366 (43) 32 (38) 262 (44)
T varones 1009 (41) 328(39) 178 (37) 106 (33) 15 (47) 150 (42)

rs3774369

St 3508 (60) 1618 (60) 1050 (61) 724 (61) 72(63) 568 (59)
A mujeres 2008 (59) 1086 (59) 730 (59) 506 (59) 54 (66) 356 (60)
A varones 1500 (61) 528 (63) 316 (65) 218 (68) 18 (56) 212 (59)

G todos 2366 (40)  1141(40)  672(39)  456(39) 42(37) 388 (41)
G mujeres 1404 (41) 742 (41) 500 (41) 354 (41) 28 (34) 242 (40)
G varones 962 (39) 316 (37) 170 (35) 102 (32) 14 (44) 146 (41)

rs3864004

G todos 3388(58) 1554 (58) 1007 (59) 702 (60) 68 (60) 547 857)
G mujeres 1936 (57) 1035 (57) 695 (57) 487 (57) 51 (62) 340 (56)
G varones 1452 (59) 515 (61) 308 (63) 215 (67) 17 (53) 207 (58)

s 2488 (42)  1118(42) 707 (41) 470 (40) 46 (40) 411 (43)
A mujeres 1428 (43) 787 (43) 525 (43) 363 (43) 31(38) 262 (44)
A varones 1006 (41) 329 (39) 180 (37) 107 (33) 15 (47) 149 (42)

rs3915129

St 3351(58) 1576 (58) 1029 (59) 714(59) 70(60) 547 (57)
A mujeres 1927 (57) 1048 (56) 707 (57) 494 (57) 53 (62) 341 (56)
A varones 1424 (59) 524 (61) 318 (64) 220 (67) 17 (57) 206 (58)

C todos 2473 (42) 1140 (42) 723 (41)  488(41)  46(40) 417 (43)
C mujeres 1477 (43) 808 (44) 543 (43) 378 (43) 33(38) 265 (44)
C varones 996 (41) 330 (39) 178 (36) 110 (33) 13 (43) 150 (42)

Se observa la misma situaciéon para el subgrupo de mujeres: rs2140090 y2 = 1,0; ns;
rs3774369 y? = 1,8; ns; rs3864004 y2 = 1,3; ns; rs3915129 y2 = 1,0; ns; rs4135385 y2 = 2,3; ns;
rs4533622 y2 = 1,2; ns; rs6776881y2 = 1,0; ns; y rs13075993 y2 = 11,1; ns. Y para el subgrupo de
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varones: rs2140090 %% = 10,4; ns; rs3774369 y2 = 9,9; ns; rs3864004 y2 = 10,4; ns; rs3915129 %2 =
12,2; ns; rs4135385 %2 = 4,9; ns; rs4533622 x2 = 10,2; ns; rs6776881y2 = 11,7; ns; y rs13075993 2
=11,0; ns.

La poblacién control cumple de Hardy-Weinberg para rs3774369 p=0,1 y rs4135385 p=0,33;
mientras que se rechaza la HO para los siguientes locus: rs2140090 p=0,02; rs3915129 p=0,03;
rs4533622 p=0,02; rs6776881 p=0,02; y rs13075993 p=0,04.

Tabla 42.- (continuacion)

GC TP TD TDG TDs
Gen/SNP
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

rs4135385

A todos 4501 (77) 2050 (76) 1334 (77) 897 (76) 97 (84) 716 (75)
A mujeres 2608 (77) 1406 (76) 952 (77) 654 (76) 69 (82) 454 (75)
A varones 1893 (77) 641 (76) 379 (77) 243 (75) 28 (88) 262 (74)

G todos 1369 (23) 640 (24) 398 (23) 291 (24) 19 (16) 242 (25)
G mujeres 800 (23) 432 (24) 284 (23) 210 (24) 15 (18) 148 (25)
G varones 569 (23) 205 (24) 111 (23) 81 (25) 4(12) 94 (26)

rs4533622

C todos 3374 (57) 1552 (58) 1013 (59) 707 (60) 69 (59) 539 (57)
C mujeres 1924 (56) 1036 (57) 701 (57) 492 (57) 52 (62) 335 (56)
C varones 1450 (59) 512 (61) 308 (63) 215 (66) 17 (53) 204 (57)

A todos 2502 (43) 1128 (42) 715 (41) 479 (40) 47 (41) 413 (43)
A mujeres 1488 (44) 792 (43) 531 (43) 370(43) 32 (38) 261 (44)
A varones 1014 (41) 334 (39) 182 (37) 109 (34) 15 (47) 152 (43)

rs6776881

G todos 3374 (58) 1579 (58) 1030 (59) 716 (59) 70 (60) 549 (57)
G mujeres 1942 (57) 1049 (56) 707 (57) 495 (57) 53 (62) 342 (56)
G varones 1432 (59) 526 (61) 319 (64) 221 (67) 17 (57) 207 (58)

A todos 2474 (42) 1141 (42) 724 (41) 490 (41) 46 (40) 417 (43)
A mujeres 1478 (43) 809 (44) 543 (43) 379 (43) 33 (38) 266 (44)
A varones 996 (41) 330 (39) 179 (36) 111 (33) 13 (43) 151 (42)

rs13075993

G todos 3454 (60) 1629 (60) 1060 (61) 729 (61) 73 (63) 569 (59)
G mujeres 1192 (59) 1088 (59) 732 (59) 505 (58) 56 (65) 356 (59)
G varones 1462 (61) 537 (63) 324 (66) 224 (68) 17 (57) 213 (59)

A todos 2330 (40) 1077 (40) 682 (39) 465 (39) 43 (37) 395 (41)
A mujeres 1392 (41) 760 (41) 510 (41) 361 (42) 30 (35) 250 (41)
A varones 938 (39) 315 (37) 170 (34) 104 (32) 13 (43) 145 (41)

5.3.5.2 Distribucién genotipica SNP rs2140090, rs3774369, rs3864004, rs3915129, rs4135385,
rs4533622, rs6776881 y rs13075993 en CTNNB1 en los distintos grupos de enfermos. Andlisis
de asociacion

Para el conjunto de la poblacién, y el subgrupo de mujeres, no observamos asociacién
significativa entre los SNP rs2140090, rs3864004, rs3915129, rs4135385, rs4533622,
rs6776881 y rs13075993 en CTNNB1 (Tabla 43a, b, c y d) y los pacientes diagnosticados de
depresion, depresiéon mayor o trastorno bipolar, para ninguno de los modelos estudiados.
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Tabla 43a.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en CTNNB1 rs2140090,
rs3774369 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y
TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

NB1 rs21400
TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control OR (95% Cl) OR (95% Cl) OR (95% Cl) OR(95% Cl)
66 1004 - 452 1,00 297 1,00 215 1,00 135 1,00
(342%) (33,9%) (34,7%) (36,8%) (32,4%)
[ 6T 1372 643 00,901,200 o056 200 1,01(0,85-1,19) os6 268 0,91(0,75-1,11) 043 4 110(089137)
(46,8%)  (48,2%) (47,8%) (45,8%) (49%)
T 559 238 00 (0,78-1,14) 149 0,90(0,72-1,13) 102 0,85 (0,66-1,10) 8 1,03(0,781,37)
(19,1%)  (17,9%) (17,4%) (17,4%) (18,6%)
o GGvs 1931 88l h1(088116) 085 o 098(0,831,15) 077 0 089(0741,08) 024 22 108(0,881,33)
(GT+TT) (65 8%) (es 1%) (es 3%) (63 z%) (67 sw
(GG+GT)VS 0,92 (0,78-1,09) 0,35 0,90(0,73-1,09) 0,90(0,71-1,13) 0,36 0,97 (0,76-1,25)
(19 1%) (17 9%) (17 4%) (17 4%) (13 6%

99 (33%)
(33 4%) (32 z%) (31 se/) (32 9%) (33%)

[ 6T 789 47 410092132 o037 % 1,14(0,93-1,41) 021 2% 1,06 (0,84-1,35) 0,69 1,02 (0,77-1,35)
(46,3%)  (49,1%) (50,2%) (48,4%) 46,7%)

T 30 171 96(0,76-1,21) 110 0,93(0,71-1,22) 80 0,94 (0,69-1,28) 61 1 02(0,721,43)
(20,3%)  (18,8%) (18%) (18,8%) (20,3%)

5 GGvs 135 618 60,891,26) o051 Y 108(089132) o045  2%° 103082129 082 %' 102(0791,32)
(GT+1T) (66,6%) _(67,8%) (68,2%) (67 1%) (67%)

(GG+GT)VS 2 71 ge1(0,741,11) o35 Y 0,86 (0,68-1,09) 0,91(0,69-1,19) 0,48 6 1,00 (0,74-1,36)
(20,3%)  (18,8%) (18%) (18 a%) (20,3%)

(35 3%) (37 7%) (42 3°/) (47 z%) (31 5%)

co 6T 83 198 9100721,17) o063 0 073(0,54099) | 0,11 62(39%)  062(0,43-0,88) 0,015 % | 175(0,88178)
(47,4%)  (46,3%) (41,5%) (52,8%)

™ 213 67(16%) 0,86(0,62-1,20) 39 0,78 (0,521,17) 2 0,60 (0,36-0,99) 2 102(0,631,65)
(17,3%) (16,2%) (13,8%) (15,7%)

b GGvs 79 261 G900,721,13) 037 ¥ 074(0,560,98) | 0,039 o4 0,61(0,440,85) 00039 ‘2% | 119(0,851,66)
(GT+TT) (64,7%) _(62,3%) (57,7%) (52,8%) (68,5%)

R (6G+GTvs 213 7 16) 091(0,67-1,23) 053 0 092(0,631,34) 067 22 077048123 026 5 0389(0,581,37)
™ (17,3%) (16,2%) (13,8%) (15,7%)

rs3774369

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR (95% Cl) p ™ OR(95% Cl) p TDG OR (95% Cl) p Bp OR(95% Cl)
- 1060 485 100 317 o0 225 100 168 o0
(36,4%)  (36,2%) (36,8%) (38,1%) (35,1%)
[ AG 1370 648 040,901,200 037  4° 10200871,21) o033 27 095(0,781,15) 057 232 108(0,871,33)
(46,6%)  (48,4%) (48,3%) (46,4%) (48,5%)
66 a98(17%) 2% 0,91(0,751,11) 128 0,87(0,69-1,09) i 0,87(0,67-1,13) 78 100(0,751,33)
(15,4%) (14,9%) (15,4%) (16,3%)
o Advs 1868 - 85 10088115 o091 O 098(084-1,15) 082 % 093077111 083 >0 ' 106(0,861,29)
(AG+GG) (63,6%) (63 s%) (63,2%) (61 9%) (64 8%)
A
(AA+ G) vs 498 (17%) 0,89 (0,75-1,06) 128 0,86 (0,69-1,06) 0,89 (0,70-1,14) 0,96 (0,74-1,24)
(15 4%) (14,9%) (15 4ty) (15 3%)
(35 s%) (34 5%) (33 5“/) (33 7%) (36 5%
@ AG 792 456 ) 1100931,33) o017 O 1,19(0,971,45) | o005  2%° 114(0,901,45) 035 3% ' 097(0,741,28)
(46,4%)  (49,9%) (51,7%) (50,2%) (46,1%)
GG 306 143 0,90(0,71-1,15) o1 0,88 (0,66-1,16) 69 0,95 (0,69-1,30) 52 0,95(0,66-1,36)
(17,9%) _ (15,7%) (14,8%) (16,1%) (17,4%)
D Advs 1098 = 599 50,891,25) o055 400 1100911,34) o034 %% 1,09087-1,36) 046 20 | 0,97(0,751,25)
(AG+GG) (64,4%) _ (65,5%) (66,5%) (ss 3%) (63,5%)
A
(AA" Shvs R 143 0,85(0,68-1,05) o1 0,79 (0,62-1,02) 0,87(0,66-1,16) 52 0,96(0,70-1,33)
(17,9%)  (15,7%) (14,8%) (16 1<y) (17,4%)
VARONES
1,00 80 (50%) 59 (33%
(37 5%) (40%) (45 3v/) (50%) (33%)
9% 58 94
[ AG 578 (47%) 0,90(0,70-1,14) 0,64 0,70(0,52-0,94) | 0,05 0,58(0,40-0,83) 0,01 1,27(0,90-1,80)
(45%) (39,5%) (36,2%) (52,5%)
66 2 63 0,90(0,64-1,25) 37 0,81(0,54-1,22) 22 0,66 (0,40-1,09) 26 4 06(0,65-1,73)
(15,6%) _ (14,9%) (15,2%) (13,8%) (14,5%)
o Alvs S 253 g90(0711,12) o03a 33 0,72 (0,55-0,96) 0,02 80(50%)  0,60(0,43-0,83) 001 2% 152(0,87-1,70)
(AG+GG) (62,5%) _ (60%) (54,7%) (67%)
R G vs R 8 095070129 o078 >/ 097(066-,42) | 088 22 086(0541,39) 058 5 092(0,59-143)
GG (15,6%)  (14,9%) 172 T ’ (15,2%) s7 PR ’ (13,8%) e ’ (14,5%) s7E T

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo, TP: todos los pacientes; PD: depresién; DM; Depresién mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno bipolar

En varones con diagnoéstico de Trastorno Depresivo se observa un genotipo protector en los
pacientes heterocigéticos de los SNPs: rs 2140090 GT (significativo en el modelo dominante
OR=0,743; 1C95%0,56-0,98; p=0,04); rs3774369 AG (modelo dominante OR=0,72; 1C95%0,52-
0,96; p=0,02); rs3864004 AG (modelo dominante OR=0,75; IC95% 0,57-0,99; p=0,05); rs3915129
AC (modelo dominante OR=0,71; 1C95% 0,54-0,93; p=0,02); rs6776881 AG (modelo dominante
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OR=0,72; 1C95% 0,55-0,95; p=0.02) y rs13075993 AG (modelo dominante OR=0,72; IC95% 0,55-
0,95; p=0,02).

Tabla 43 b.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en CTNNB1 rs3864004,
rs3915129, en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y
TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

CTNNB1 rs3864004

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR (95% Cl) P ™ OR(95% Cl) ) DM OR (95% Cl) ] Bp OR(95% Cl) [
GG 1008 456 1,00 299 1,00 217 1,00 157 1,00
(34,3%)  (34,1%) (34,9%) (37%) (32,8%)
@ AG 1872 642 30891200 079 4% 1,000,851,19) 056 2o 091(0751,10) 038 23 109(0,881,36) 072
@6,7%)  (48%) (47,7%) 45,7%) (48,6%)
AA 558(19%) 230 0,94(0,78-1,14) 149 0,90 (0,72-1,12) el 0,84 (0,65-1,09) 89 1,02 (0,77-1,35)
(17,8%) (17,4%) (17,2%) (18,6%)
o GGvs 1930 880 ) 1(0881,16) o091 00 097(0,831,14) 075 >0 089(0,74,07) 021 22 107087132 051
(AG+AA) (65,7%) _(65,9%) (65,1%) (63%) (67 z%)
(GGMG) Y ssg(19%) 2>°  0,92(0,78-1,09) 149 0,90 (0,74-1,10) 0,89 (0,70-1,12) 0,32 0,97 (0,76-1,25)
(17,8%) (17,4%) (17 z%) (1s sv)
(33 5%) (32 4%) (32%) (33 z%) (33 z%)
4! 14
@ AG 790 445 09091131) o042 00 113092140 o024 2% 1,05(0,83-1,34) 0,68 0 10200771,34) 099
(46,2%)  (48,9%) (50%) 48,2%) (46,5%)
an 346 171 o0 0,76-1,21) 110 0,93(0,71-1,22) ° 0,93 (0,68-1,26) 81 101(072:1,43)
(20,2%)  (18,8%) (18%) (18,6%) (20,3%)
41 201
) GGvs 136 616 05(0,891,25) 0,55 s 1,07(0,881,31) o048 4 102081127) o8 2° 1,01(0,78-1,31) = 0,92
(AG+AA) (66,5%) (67 6%) (68%) (es s%) (66 s%)
(GG+AG) v B 0,91 (0,74-1,12) 110 0,87 (0,68-1,10) 0,90 (0,69-1,18) 1,00 (0,74-1,36)
(20,2%) (18 8%) (18%) (13 s%) (zo 37)
VARONES
57(32%
(35 4%) (37 9%) (42 z%) (47 z%) B2%)
2 1 102 93
D AG &3 95 091(071-1,16) 0,61 0,74 (0,55-1,00) 0,13 o3 0,62 (0,43-0,88) 0,01 1,22(0,86-1,73) 0,47
(47,4%)  (46,2%) (41,8%) (39,1%) (52,2%)
an 22 57 0,86(0,621,19) 39(16%)  0,78(0,52-1,16) 22 0,59(0,36-0,98) 2B 101(0,621,63)
(17,2%) _(15,9%) (13,7%) (15,7%)
b GGvs 9% 262 9000711,13) o035 4t 0,75(057099) | 004 52 061(0,44085) 000 ‘2 116083163 038
(AG+AA) (64,6%) _(62,1%) (57,8%) (52,8%) (68%)
R (6G+AG) Vs 212 57 091(0,67122) 051 39(16%)  091(0,63133) 0,63 22 076(0471,22) o024 %8 090058138 061
24 (17,2%)  (15,9%) (13,7%) (15,7%)

rs3915129

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control ad OR (95% CI) P ™ OR (95% CI) P TDG OR (95% CI) P Bp OR (95% CI) p
A 993 457 1,00 302 1,00 27 1,00 155 1,00
(34,1%)  (33,6%) (34,5%) (36,1%) (32,2%)
D AC L1 662 ) 05(091-1,22) o042 425 1,02 (0,86-1,21) 038 280 0,94 (0,77-1,14) 0,5 237 1,11(0,89-1,38) = 0,62
46,9%)  (48,8%) (48,5%) (46,6%) 49,2%)
14
cc 554(19%) 220 0,94(0,78-1,13) o 0,88(0,71-1,10) 104 0,86(0,67-1,11) 9 104(0,791,38)
(17,6%) (17%) (17,3%) (18,7%)
o AAvs 1919 901 s 0,89017) 077 074 098(0,841,15) 084 o0 092(0,761,20) 035 2 100(0,88134) 04
(AC+CQ) (65,9%) _(66,3%) (65,5%) (sa 9%) (57 8%)
AARA 14
( ROV sapew) 22 091(0,774,07) 0.2 o 0,87(0,71-1,06) 089(0711,12) 0,32 0,98(0,761,25) 0,85
(17,6%) (17%) (17 3%) (1s 7%)
1,0
(33 5%) (31 7%) (31%) (32 1%) (33%)
I A 787 480 . 13094136) 026 o0 L19(097-147) g,y 214 111087141 056 1 1020077135 099
(46,2%)  (49,6%) (51%) 49,1%) (46,5%)
4! 174 112 2 62
cc 345 0,98 (0,78-1,23) 0,95(0,73-1,25) 2 0,97(0,71-1,31) 1,02(0,73-1,44)
(20,3%) _(18,8%) (17,9%) (18,8%) (20,5%)
o Advs 132 634 h910,021,209) o038 31 112(0921,35) 026 2 1,06(0851,33) 058 20 1020079133 o087
(AC+CQ) (se 5%) (es 3%) (69%) (67 9%) (67%)
‘AA*AC)VS 0,91(0,74-1,11) 112 0,86(0,68-1,09) 091(0,701,19) 049 101(075137) 0,94
(zo 3%) (13 8%) (17,9%) (13 s%) (zo s%)
VARONES
423 35% 1,0
(B5%) (37, 9%) (43 1%) (45 7%) (30 7%)
e AC 578 200 - 49000711,15) o044 104 0,71(0,530,96) 0,05 66(40%)  063(0,440,89) 001 _°° 128090182 0,34
(47,8%)  (46,8%) (41,9%) (53,6%)
209 65 37 2 28
cc 0,81 (0,58-1,13 0,70 (0,46-1,05 0,58 (0,35-0,96] 1,03 (0,63-1,67
(17,3%)  (15,2%) ( ) (14,9%) ( ) (13,3%) ( ) (15,6%) ( )
o AAvs 787(65%) 2% 088(0701,10) o027 4 0,71(054003) | 001 o0 0,61(0,44085) 000 _** | 1210086170 026
(AC+CQ) (62,1%) (56,9%) (53,3%) (69,3%)
(AAAQ)vs | 209 65 37 2
R 0,86(0,64-1,16) 0,33 0,84(0571,23) 0,36 0,74(0461,18) 0,19 0,89(0581,37) 0,58

cc (17,3%)  (15,2%) (14,9%) (13,3%) (15,6%)
CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo, TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresién mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno bipolar
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Tabla 43 c.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en CTNNB1 rs4135385,
rs4533622, en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresion mayor y
TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

CTNNB1 rs4135385

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control ™ OR(95% Cl) P ™ OR(95% Cl) p DM OR (95% Cl) [ Bp OR(95% Cl) p
N 1735 780 o 511 100 339 By 269 00
(59,1%)  (58%) (59%) (57,1%) (56,2%)
o AG 1031 490 o h60,02101) o071 22 103(088121) 063 2 1,09(0,90131) 0,65 7% 111(091137) 0,83
(351%)  (36,4%) (36%) (36,9%) (37,2%)
66 4D 75 0,99(0,741,31) 43(5%)  0,86(0,61-1,22) 36 1,09 (0,75-1,59) 32 2082182
(5,3%) __ (5,6%) (6,1%) (6,7%)
b) AAvs 1200 565y 0510,02.1,19) 049 30 100(086117) 096 20 1,09(091130) 036  *° 1130093137 022
(AG+GG) (40,9%) _ (42%) 41%) (42,9%) (43,8%)
R WAsAGlvs 169 75 597(0731,08) 0,81 a3(5%)  086(061121) 037 >0 106073153 077 2 117079173 043
GG (5,8%)  (5,6%) (6,1%) (6,7%)

" 1003 536 100 363 100 246 100 173 100
(58,9%)  (58,3%) (58,7%) (56,9%) (57,5%)
@ AG 602 334 ) 4088123 o080 228 104(0,851,26) | 053 102 110088137) 0700 %% 1040080135 0,82
(35,3%)  (36,3%) (36,6%) (37,5%) (35,9%)
6 99(5,8%) 0 0,93(0651,32) » 0,81(0,53-1,25) 24 0,99 (0,62-1,58) 20 170,711,94)
(5,3%) (4,7%) (5,6%) (6,6%)
b AAvs 701 38 087120 079 2 101(0,83121) 096 %0 108(087-1,38) 047 2% 106(0,831,36) 0,65
(AG+GG)  (4L1%) _(41,7%) (41,3%) 43,1%) (42,5%)
R BAAGIVS 9558 4 001(0,641,30) 0,61 2 0,80(0,521,22) o023 % 095(0601,51) 088 2% 11507019) 058
GG (5,3%) (4,7%) (5,6%) (6,6%)
VARONES
- 732 244 100 148 100 93 100 9% 100
(59,5%)  (57,7%) (60,4%) (57,4%) (53,9%)
429 153 83 57 70
o) AG 1,07 (0,85-1,35) 0,80 0,96 (0,71-1,28 0,96 1,05 (0,74-1,48] 0,68 1,24(0,89-1,73) 0,37
(34,9%)  (36,2%) { ) (33,9%) ¢ ) (35,2%) { ) (39,3%) ( !
26 1 12 12
GG 70 (5,7%) 1,11 (0,69-1,79) 0,99 (0,54-1,80) 1,35 (0,70-2,58) 1,31(0,68-2,50)
(6,2%) (5,7%) (7,4%) (6,7%)
b AAvs 499 1719 ) 0g(086135) 052 O/ 096(073127) o078 1090078152) 0,62 22 125(091172) 0,16
(AG+GG)  (40,5%) _(42,3%) (39,6%) (42,6%) (46,1%)
R (AAAG)US 20579 20 10s(068173) o073 Y 101056182 099 2 133(070251) 0,40 2 120(064226) 0,58
e (6,2%) (5.7%) (7,4%) (6,7%)

rs4533622

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR(95% CI) P ™ OR(95% Cl) p TDG OR(95% Cl) P Bp OR(95% Cl) p
cc 1000 449 1,00 297 1,00 215 1,00 152 1,00
(34%)  (33,5%) (34,4%) (36,3%) (31,9%)
1374 654 419 277 235
oy AC >4 106(0921,23) 037 103(0,871,22) 0,37 094(077-1,14) 038 1,13(0,90-140) 0,55
(46,8%)  (48,8%) 48,5%) 46,7%) 49,4%)
an S64 237 000 78.1,13) 148 0,88 (0,71-1,10) 101 0,83 (0,64-1,08) 89 104(0,781,38)
(19,2%) _(17,7%) (17,1%) (17%) (18,7%)
cc 1 1 7 7 24
) v 938 81 ) 2(089117) 073 ° 099(084-1,16) 085 >0 091(0751,09) 030 > 1,10(0,89-135) 0,37
(AC+AA) (66%) _(66,5%) (65,6%) (63,7%) (68,1%)
(CC+AC] 4 237 14; 101
N (ccraClvs 56 37 090(076-1,07) 024 8 087(0,71-1,06) 017 0 086(0681,09 021 %% 097(0761,24) 0,80
2 (19,2%)  (17,7%) (17,1%) (17%) (18,7%)
cc ser 292 1,00 194 1,00 140 1,00 8 1,00
(33,2%)  (31,9%) (31,5%) (32,5%) (32,9%)
7 4! 1 1
@ AC % %2 111(0931,33) o027 O 116(0,94143) 013 222 1,09086138) 048 >0 102(0771,35) 0,99
(46,3%)  (49,5%) (50,8%) 49,2%) 46,6%)
A 349 170 4 95(0,75-1,19) 109 0,91(0,70-1,20) ” 0,92 (0,67-1,25) o 10100721,43)
(20,5%) _(18,6%) (17,7%) (18,3%) (20,5%)
o Ccvs 139 622 ) hc(0,89-1,26) o050 022 1,08(0,891,32) 043 22t 1,03(083130) 077 % | 102078132 o091
(AC+AA) (66,8%) _ (68%) (68,5%) (67,5%) (67,1%)
R (CCrAC)vs 20 70 089(0,72:1,09) 025 1% 0,84 (0,66-1,06) 01a " 087(0671,14) 032 1 100074136 1,00
A (20,5%)  (18,6%) (17,7%) (18,3%) (20,5%)
VARONES
cc 433 156 1,00 102 1,00 s 1,00 54 1,00
(35,1%)  (36,9%) (41,6%) 46,3%) (30,3%)
CD AC 584 200 g95075121) o069 O 076(0561,02) 016 0,64(0,450,92) 002 _° 1370092188 0,26
(47,4%)  (47,3%) 42,5%) (40,1%) (53,9%)
m 21 57 0,86(0,62-1,20) 39 0,77(0,51-1,15) 2 0,59 (0,36-0,98) 2 1 04(0,641,70)
(17,4%) _(15,8%) (15,9%) (13,6%) (15,7%)
o Ccus 799 267 G9300,74117) o052 03 0,76(0,57-1,00) | 0,05 o7 063(0,450,87) 000 “* 124089175 0,20
(AC+AA) (64,8%) _(63,1%) (58,4%) (53,7%) (69,7%)
R (Comqus 57 089(0661,20 044 2 090(062,30) 056 | 2 074(046119) 021 2% 088057136 057
AA (17,4%)  (15,8%) Y (15,9%) o ’ (13,6%) AT, ’ (15,7%) s ’

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo, TP: todos los pacientes; PD: depresién; DM; Depresidn mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno bipolar
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Tabla 43 d.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en CTNNB1 rs6776881 y
rs13075993 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresion mayor
y TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

CTNNB1 rs6776881

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR (95% CI) [ ™ OR (95% CI) [ DM OR (95% Cl) P Bp OR(95% Cl) [
o 1003 458 AT 302 100 217 oD 156 1,00
(34,3%)  (33,7%) (34,4%) (36%) (32,3%)
@ AG 1368 663 ) 06(0,921,23) o081  42° 1,03(0,87-1,22) 04 282 0,95(0781,16) 0,56 23 | 111(090-139) = 0,62
(46,8%)  (48,8%) (48,6%) (46,8%) (49,1%)
AL 593 239 95(0,781,14) 149 0,89(0,72-1,12) 104 0,87 (0,67-1,12) % 105(0,791,38)
(18,9%) _(17,6%) (17%) (17,2%) (18,6%)
1921 2 7. 27
b GGvs 2 902 03090118 o069 O 0,99(0,851,17) 094 250 093(0,771,12) 043 > 1,09(0,89-134) 0,39
(AG+AA) (65,7%) _(66,3%) (65,6%) (64%) (67,7%)
R (GG+AG) vs EER) B9 0910077108 o020 0,88 (0,72-1,07) 019 104 0,89(0,71-1,13) 03 0 0980077126 0,88
AA (18,9%)  (17,6%) (17%) (17,2%) (18,6%)
66 576 - 204 1,00 o4 1,00 140 1,00 100 1,00
(33,7%)  (31,6%) (31%) (32%) (32,9%)
D AG D 461 14(0951,37) o028 ¥ 1,20(0,97-1,48) 011 2% 1,12 (0,88-1,42) o053 42 1,04(0,78-1,37) 0,96
(46,2%)  (49,6%) (51%) (49,2%) (46,7%)
A 3 178 0,99(0,79-1,25) 112 0,97 (0,74-1,26) 2 0,98 (0,72-1,33) 62 1,04 (0,74-1,46)
(20,1%)  (18,7%) (17,9%) (18,8%) (20,4%)
o GGvs 134 835 ) 0(0921,30) o020 3t 113(093137) o023 2 1,08(086135) 051 2% 1040080134 079
(AG+AA) (66,3%) _(68,3%) (69%) (68%) (67,1%)
R (GGeAG)vs - 344 174 o) (075112) 039 | 12 087(0,681,10) 023 o2 0920701200 052 2 102075138 o091
AL (20,1%)  (18,7%) (17,9%) (18,8%) (20,4%)
VARONES
GG ad i 1,00 107 1,00 w 1,00 56 1,00
(@352%) (38,1%) (43%) (46,4%) (31,3%)
@ AG 578 200 510071115 o045 1% 0,72(0,540,98) 007  ° 0,64(0,450,91) 002 _° 125088178 039
(47,6%)  (46,7%) (42,2%) (40,4%) (53,1%)
vy 209 %5 081(0581,14) 37 0,71(0,47-1,06) 2 0,58 (0,35-0,96) 28 102(0631,66)
(17,2%) _(15,2%) (14,9%) (13,2%) (15,6%)
5 GG vs 787 265 eg070111) o028 2 0,72(0,550,95) | 0,016 | o0 063(045087) 0005 22 1190085167 03
(AG+AA) (64,8%)  (61,9%) (57%) (53,6%) (68,7%)
R (GG+AG) vs & B 086(0,641,17) 033 >/ 0,84 (0,57-1,23) 03 22 0,73 (0,46-1,18) 019 %8 0,89(0,58-1,37) 0,6
AA (17,2%)  (15,2%) (14,9%) (13,2%) (15,6%)
rs13075993
TODOS LOS PACIENTES
modelo genotipo Control TP OR(95% CI) [ ™ OR (95% Cl) [ TDG OR (95% Cl) P Bp OR(95% Cl) [
GG 1057 486 1,00 319 1,00 226 1,00 167 1,00
(36,5%) (35,9%) (36,6%) (37,9%) (34,6%)
o AG 1340 657 07(0,921,23) o029 422 1040088123 027 27 097(0,801,17) 0,67 23> 111090138 061
(46,3%)  (48,6%) (48,5%) (46,4%) (48,8%)
vy 495 20 50 (0,76-1,12) 130 0,87 (0,69-1,10) o4 0,89 (0,68-1,16) 80 102(0,771,36)
(17,1%) _(15,5%) (14,9%) (15,8%) (16,6%)
b GGvs 1835 867 ) 03(0,901,18) 0,69 OO 1,00 (0,85-1,17) 097 37 0,95 (0,79-1,13) 055 3% 109(0891,33) 0,82
(AG+GG) (63,5%)  (64,1%) (63,4%) (62,1%) (65,3%)
R (GG+AG) vs @B 210 5e9(0,75-1,06) 019 3 0,85 (0,69-1,05) 012 % 0,90(0,71-1,15) 041 %0 0,96(0,74-1,25) 0,78
AA (17,1%)  (15,5%) (14,9%) (15,8%) (16,6%)
66 607 313 1,00 206 1,00 145 1,00 07 1,00
(35,9%) (33,9%) (33,2%) (33,5%) (35,3%)
462 2 21 142
cn AG 77806%) %2 1150096138 013 20 1,21(099-1,49) 0,049 v 1,16(0,91-1,46) 0,39 1,04(0,79-136) 0,96
(50%) (51,5%) (49,6%) (46,9%)
A w7 149 0 94(0,74-1,19) 9 0,91 (0,69-1,21) & 1,00 (0,73-1,36) 54 1,00 (0,70-1,42)
(18,1%)  (16,1%) (15,3%) (16,9%) (17,8%)
b GGvs 1085 611 1 90921,29) o031 4% 1,13(0,93-1,37) 023 88 1,11(0,89-1,39) 035 % 102(0791,32) o085
(AG+GG) (64,1%) _(66,1%) (66,8%) (66,5%) (64,7%)
R (6GHAG)vs 307 149 4o 000007) 018 D 0,81(0631,05) 011 > 091(0,691,21) 053 ' 098071135 089
AL (18,1%)  (16,1%) (15,3%) (16,9%) (17,8%)
VARONES
AL G 1,00 12 1,00 81 1,00 60 1,00
(37,5%) (40,4%) (45,3%) (49,4%) (33,5%)
D AG B 193 590(071-1,24) o055 % 0,71 (0,53-0,96) 0,07 2 0,61 (0,43-0,87) 0,015 93(52%) 1,24(0,88-1,76) = 0,44
(46,8%)  (45,3%) (40,5%) (37,8%)
66 188 61 085(061-1,19) 3 0,75 (0,49-1,13) 21 0,62 (0,37-1,03) 26 104(064-1,69)
(15,7%) _(14,3%) (14,2%) (12,8%) (14,5%)
b) GGvs 70 254 071111 03 ® 0,72(0,550,95) | 0,023 o3 0,61(0,440,85) 00037 ° | 1100851,66) 03
(AG+GG) (62,5%) _(59,6%) (54,7%) (50,6%) (66,5%)
. ©6r)s 188 6L o s 5 089(060-1,31) 055 - 079(0491,28) 033 0 091059443 0,69
AA (15,7%)  (14,3%) 0 00 2 (14,0%) /82 1,004 g (12,8%) HRRERY b (14,5%) 7t 027 g

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo, TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresién mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno bipolar

Este efecto protector en varones, se ve acentuado significativamente en la poblacién de hombres
con diagnéstico de depresién mayor para los siguientes marcadores: rs 2140090 alelo T
(significativo en el modelo codominante OR= 0,60; IC95% 0,36-0,99; p=0,02 y dominante OR= 0,61;
1C95% 0,44-0,85; p=0,001); rs3774369 alelo G (modelo codominante OR=0,58; 1C95% 0,40-0,83;
p=0,01 y modelo dominante OR=0,60; 1C95% 0,43-0,83; p=0,001); rs3864004 alelo A (modelo
codominante OR=0,62; 1C95% 0,36-0,98;p=0,02 y modelo dominante OR=0,61; 1C95% 0,44-0,85;
p=0,001); rs3915129 alelo C (modelo codominante OR=0,58; IC95% 0,35-0,96; p=0,01 y modelo
dominante OR=0,61; 1C95% 0,44-0,85; p=0,001); rs4533622 alelo A (modelo codominante
OR=0,59; 1C95% 0,36-0,98; p=0,02 y modelo dominante OR=0,631; 1C95% 0,45-0,87; p=0,01);
rs6776881 alelo A (modelo codominante OR=0,58; IC95% 0,35-0,96; p=0,02 y modelo dominante
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OR=0,63; 1C95% 0,45-0,87; p=0,01) y rs13075993 alelo G (modelo codominante OR=0,61; IC95%
0,42-0,87; p=0,02 y modelo dominante OR=0,61; 1C95% 0,44-0,85; p=0,001). No se observod
asociacion significativa para el conjunto de varones en el rs4135385.

Para el subgrupo de las mujeres solo encontramos una tendencia al incremento de riesgo de
depresion con el alelo dominate A del rs3774369 en el modelo codominante OR=1,19; 1C95% 0,97-
1,45; p=0,05, por el contrario el alelo recesivo G tiene un efecto protector en el modelo
codominante OR=0,88; 1C95% 0,66-1,16; p=0,05; como recesivo OR=0,79; IC95% 0,62-1,02; p=0,07

5.3.6 DAAM2

5.3.6.1 Distribucién alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs 3004067 y rs 6937133
en DAAM2

Los SNPs rs3004067 y rs 6937133 pertenecientes al gen DAAM?2 presentan las frecuencias
alélicas que se muestran en la Tabla 44. Las frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control
(GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes trastorno
depresivo (TD), depresion mayor (DM), trastorno bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el
conjunto de la poblacién: % = 1,9; ns para el rs3004067 y x2 = 1,1; ns para el rs6937133, como para
el subgrupo de mujeres: x2 = 3,1; ns para el rs3004067 y y% = 1,9; ns para el rs6937133 y el
subgrupo de varones: y2 = 1,9; ns para el rs3004067 y y2 = 2,9; ns para el rs6937133. La poblacién
control cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg p=0,71 para rs3004067 y p=0,59 parars6937133

labla 44.- Frecuencias alélicas de los SNP de DAAMZ2 rs3004067 y rs13075993 incluidos en el estudio. en el conjunto de la
nuestra y en mujeres y varones

Gen/SNP N(®%) N(%) N(%) N(%)

DAAM2

rs3004067

C todos 3733(63) 1687 (63) 1098 (63)  747(63) 71(61) 589 (61)
C mujeres 2198 (64) 1151 (63) 779 (63) 540 (62)  50(60) 372 (62)
C varones 1535 (62) 531 (63) 314 (64) 207 (64)  21(66) 217 (61)

T todos 2155(37) 1005 (37) 634 (37)  441(37) 45(39) 371 (39)
T mujeres 1226 (36) 689 (37) 459 (37) 326 (38) 34 (40) 230 (38)
T varones 929 (38) 315 (37) 174 (36) 115 (36) 11 (34) 141 (39)

rs6937133

Atodos 4641(79)  2148(79)  1389(79)  950(79) 93 (79) 759 (79)
A mujeres 2720 (79) 1482 (80) 994 (80) 699 (80)  65(76) 488 (81)
A varones 1921 (78) 662 (78) 391 (79) 251(77)  28(88)  271(76)

G todos 1261 (21) 562 (21) 361(21) 250 (21) 25(21) 201(21)
G mujeres 708 (21) 370 (20) 254 (20) 173(20)  21(24) 116 (19)
G varones 553 (22) 190 (22) 105 (21) 77 (23) 4 (12) 85 (24)

5.3.6.2 Distribucién genotipica del SNP rs3004067 y rs6937133 en DAAMZ2en los distintos
grupos de enfermos. Andlisis de asociacion

Las frecuencias genotipicas para los SNPs rs3004067 y rs6937133 de DAAM?Z se presentan en
la Tabla 45 tanto para el grupo control, como para el conjunto de los pacientes (TP) y los distintos
subgrupos de pacientes diagnosticados de trastorno depresivo (TD), depresiéon mayor (DM) o
trastorno bipolar (TB) para el conjunto de la poblaciéon y en mujeres y hombres por separado.

En el conjunto de la poblaciéon de pacientes y en el conjunto de pacientes diagnosticados de
algan tipo de depresion, depresiéon mayor o trastorno bipolar no observamos asociacién con los
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SNPs seleccionados de DAAM2, en ninguno de los modelos estudiados (codominante, dominante y
recesivo) ni para el subgrupo de mujeres o varones.

Tabla 45 Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en DAAM2 rs3004067 y
rs6937133 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresion mayor y
TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

DAAM2 rs3004067

TODOS LOS PACIENTES

modelo  genotipo  Control TP OR (95% C1) p ™ OR (95% C1) p DM OR (95%CI) P B OR (95%CI) P
cc 1188 521 1,00 347 1,00 233 1,00 174 1,00
(40,4%)  (38,7%) (40,1%) (39,2%) (36,2%)
e o 27 % 108094125 o0s2 % 10008712 095 28 106087128 o085 2% 121098150 02
(46,1%)  (47,9%) (46,6%) (47,3%) (50,2%)
™ 399(13,6%) -°  1,03(0,841,26) 13 0,99(0,78-1,25) 80 1 02(0,77,35) 8 111(0,821,51)
(13,4%) (13,3%) (13,5%) (13,5%)
o Ccvs 1756 82 7094122) 031 P 1010087118 088  O°L  105(0,881,26) 061 00 | 119(097-145) = 0.08
(cT+T) (59,6%) _ (61,3%) (59,9%) (60,8%) (63,8%)
T) 1 11
R (Ccenvs 399360 18 098(081119) 087 > 098(0781,22) o0sa 20 099(077129) 096 0 1,00(0,751,32) 099
™ (13,4%) (13,3%) (13,5%) (13,5%)
cc 702 (41%) o 1,00 240 1,00 o 1,00 109 1,00
(37,9%) (38,8%) (38,6%) (36,2%)
D T 794 (46,4%) 22 115(0971,36) 029 2% 110(0901,34) o062 2%  109(087137) 060 % 125096163 026
(49,2%) (48,3%) (47,6%) (51,2%)
™ 216(12,6% 12 110(0851,42) 80 1 08(0,811,46) 80 117(0,841,63) 38 113(0,761,69)
(12,8%) (12,9%) (13,9%) (12,6%)
b Cevs 1010(59%) 'L 114(096134) 012  O0 110091432 033  2%°  111(089137) 036 %2 122(095158) 0.2
() (62,1%) (61,2%) (61,4%) (63,8%)
T) 11
R Cccnvs Hieazen 1 102080130 o088 20 103078135 084 O 111082152 049 > 100069145 1,00
T (12,8%) (12,9%) (13,9%) (12,6%)
VARONES
T 486 (39,5%) & 1,00 105 1,00 3 1,00 65 1,00
(40,2%) (43%) (41%) (36,3%)
cb cT 563 (45,7%) KK 0,97 (0,76-1,23) 0.96 104 0,86 (0,64-1,15) 0.57 > 0,98 (0,69-1,40) 0.70 87 1,16 (0,82-1,63) 0.71
(45,1%) (42,6%) (46,6%) 48,6%)
62 35 20 27
cc 183 (14,8%) 0,97 (0,69-1,36) 0,89 (0,58-1,35) 0,80(0,47-1,36) 1,10(0,681,78)
(14,7%) (14,3%) (12,4%) (15,1%)
b Cevs 746(605%) 2> 097(077421) 079 0 086(065114) 030 OO 094067131 071 2 1140083158 042
() (59,8%) (57%) (59%) (63,7%)
T) 2 2| 27
R (CCCNVs  ya3pasw) 2 098(072134) 092 0 | 096(065142) 084 20 081(0501,33) 04 102(0,66-1,58)  0.94
T (14,7%) (14,3%) (12,4%) (15,1%)
rs6937133
TODOS LOS PACIENTES
modelo genotipo Control i OR (95% CI) p ™ OR (95% CI) p TDG OR (95% ClI) p Bp OR(95% CI) p
A a86(39,5%) 7° 1,00 105 1,00 66 1,00 & 1,00
(40,2%) (43%) (a1%) (36,3%)
191 104 75 87
co AG 563 (45,7%) 0,97(0,76123)  0.96 0,86(0,64-1,15) = 0.57 0,98(0,69-1,40)  0.70 116(0,82-1,63) 071
(45,1%) (42,6%) (46,6%) (48,6%)
GG 183 (14,8%) 2 0,97 (0,69-1,36) 35 0,89 (0,58-1,35) v 0,80(0,47-1,36) 27 1,10(0,68-1,78)
(14,7%) (14,3%) (12,4%) (15,1%)
D AAvs 746 (60,5%) 22> 097(077121) 079 3 086065114 030 > 094(0,67131) 071 Y 1140083158 o042
(AG+GG) (59,8%) (57%) (59%) (63,7%)
R (AAAG)VS 103 (1a,8%) &2 0,98(0,72-1,34) 082 > 0,96(0,65-1,42) 088 °  081(0501,33) 04 27 1,02(0,66-1,58)  0.94
GG (14,7%) (14,3%) (12,4%) (15,1%)
" 1073 590 100 395 100 278 100 195 100
(62,6%)  (63,7%) (63,3%) (63,8%) (64,6%)
co AG 574(335%) 0> 096(0811,14) 088 °°*  0907(0791,18) o09a 3 0950771,21) o085 % 0940072122 065
(32,6%) (32,7%) (32,8%) (32,5%)
GG 673,9%) % 0,92(0,60-1,41) 25(4%) 1,01(0,63-1,63) 15 0,86(0,49-1,54) 9(3%)  0,74(0,36-1,51)
(3,7%) (3,4%)
D AAvs 641(37,4%) >0  095(0,811,13) 057 222 097(080-1,17) 076 25 005(0,76,18) 065 %7  092(0711,19) 051
(AG+GG) (36,3%) (36,7%) (36,2%) (35,4%)
R (MAAGIVS 03 gs) 3% 004(0,621,43) 076 25(%) 1,03(0,64-1,64) 091 > 088(0,50-1,55) 0.64 9(3%) 076(037-1,53)  0.42
GG (3,7%) (3,4%)
VARONES
A 758(613%) 2o 1,00 152 1,00 94 1,00 102 1,00
(59,6%) (61,3%) (57,3%) (57,3%)
154 87 63 67
c AG 405 (32,7%) 113(0,90-143) 021 1,07(0,801,43) 027 1,25(0,891,76) 028 123(088171)  0.42
(36,1%) (35,1%) (38,4%) (37,6%)
GG 74 (6%) (4128%) 0,73 (0,43-1,24) 9(3,6%) 0,61(0,30-1,24) 7(4,3%) 0,76 (0,34-1,70) 9(5,1%) 0,90(0,44-1,86)
D AAvs 47938,7%) > 107(086-1,34) 055 _° 1,00076-1,32) 100  ° 118(0,85-1,64) 033 ° 1,18(0,86-1,62) = 0.31
(AG+GG) (40,4%) (38,7%) (42,7%) (42,7%)
(AA+AG) vs 18
R hot T4 o) 0690A1117) 016 9(6% 0590291200 042 7(43%) 070(032155) 036 9(51%) 084(0411,70) 062

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo. TP: todos los pacientes; PD: depresién; DM; Depresién mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno bipolar
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5.3.7 DKK4

5.3.7.1 Distribucién alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs2073665 en DKK4

Las frecuencias alélicas del SNP rs2073665 en DKK4 se muestran en la Tabla 46 Las
frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y
en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM), trastorno
bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: ¥2 = 4,4; ns, como para el
subgrupo de mujeres: ¥2 = 8,5; ns y el subgrupo de varones: x2 = 1,7; ns. La poblacién control no
cumple la HO del equilibrio de Hardy-Weinberg p=0,07 para este locus.

Tabla 46.- Frecuencias alélicas del SNP de DKK4 rs2073665 incluido en el estudio en el conjunto de la muestra de
mujeres y varones

o /SNP GC TP
en/ N(%)  N(%)

DKK4

rs2073665

T todos 5427 (93)  2510(92) 1614 (92)  1102(92) 103 (89) 896 (93)
T mujeres 3172 (93) 1710 (92) 1143 (92) 789 (91) 75 (87) 567 (93)
T varones 2255 (93) 794 (93) 465 (93) 313 (94) 28 (93) 329 (92)

C todos 425 (7) 208 (8) 138 (8) 100 (8) 13 (11) 70 (7)
C mujeres 250 (7) 146 (8) 105 (8) 81 (9) 11 (13) 41 (7)
C varones 175 (7) 62 (7) 33(7) 19 (6) 2 (7) 29 (8)

5.3.7.2 Distribucién genotipica del SNP rs2073665 en DKK4 en los distintos grupos de
enfermos. Andlisis de asociaciéon

Las frecuencias genotipicas del SPN de DKK4 rs2073665 en el grupo control (GC), en el
conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD),
depresiéon mayor (DM), trastorno bipolar (TB) en el conjunto de la poblaciéon y en mujeres y
hombres por separado se muestran en la Tabla 47.

En el conjunto de la poblacién o en el subgrupo de varones no observamos asociacién en el
conjunto de pacientes, pacientes y en el conjunto de pacientes diagnosticados de algun tipo de
depresion, con el polimorfismo seleccionado de DKK4, en ninguno de los modelos estudiados
(codominante, dominante y recesivo).

En el subgrupo de mujeres diagnosticadas de depresién mayor, se puede observar un
incremento del riesgo en los portadores del alelo C en el rs2073665 que no llega a ser significativo
en el modelo codominante (OR=1,37; IC95% = 1,03-1,82; p=0,11), pero si en el modelo dominante
TT (OR=1,35; 1C95% = 1,02-1,79; p=0,03).
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Tabla 47 Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en DKK4 rs3004067 y
rs6937133 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y
TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

DKK4 rs2073665

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR(95% CI) p D OR(95% CI) p DM OR (95% Cl) [ Bp OR(95% CI) p
2523 1158 1,00 743 1,00 505 1,00 415 1,00
(86,2%) (85,2%) (84,8%) (84%) (85,9%)
c cr 8L 194 111092138 037 128 14400921,42) 042 P2 121094454 033 *° 105(0,80-1,40) 0,68
(13%) (14,3%) (14,6%) (15,3%) (13,7%)
cc 22 7 0,69 (0,30-1,63) 5 0,77(0,29-2,04) 4 0,91(0,31-2,65) 2 055(0,13-2,36)
0,8%) (0,5%) 0,6%) (0,7%) (0,4%)
T 4 201 1
o vs o= 01 1 09(0,90-1,30) 0,37 3 112091139 03 % 1 19(0,931,52) 086 5 103(0,781,35) 0,86
(CT+CC)  (13,8%) (14,8%) (15,2%) (16%) (14,1%)
R (TTscT)vs | 22 7 068(029,60) 0,37 °  076(0,292,01) 057 _°  088(0,30258) 08 >  055(0,13-2,34) 0,38
cc 0,8%) (0,5%) (0,6%) (0,7%) (0,4%)
1473 787 1,00 522 1,00 357 1,00 265 1,00
(86,1%) (84,8%) (83,7%) (82,1%) (87,2%)
D cr 226 136 113090142 053 0 124096160 023 "2 1370103182 011 3 091(0631,32) 088
(13,2%) (14,7%) (15,9%) (17,2%) (12,2%)
cc 12 5 0,5%) 0,78(0,27-2,22) 0,71(0,20-2,51) 1,03 (0,29-3,67) 0,93 (0,21-4,16)
0,7%) 0,5%) (0,7%) (0,7%)
TTvs 238 181 ) 11(0881,39) 037 192 1210094156 014 S 135(1,024,79) 0,03 >0 0,91(0,63-131) 0,61
(CT+CC)  (13,9%) (15,2%) (16,4%) (17,9%) (12,8%)
(TT+CT) vs 12
R 5(0,5%) 0,77 (0,27-2,18) 0,61 0,68(0,19-2,43) 0,54 0,98 (0,28-3,50) 0,98 0,94 (0,21-4,21) 0,93
cc 0,7% 0,5% 0,7% 0,7%
" 1050 368 100 218 1,00 148 1,00 150 1,00
(86,4%)  (86%) (87,5%) (89,2%) (83,8%)
) cr 155 58 07(0,77-1,48) 068 2% 090(059-1,37) 089 Y 078(046-1,32) 06 2 131(0,85-2,02) 0,12
(12,8%) (13,6%) (11,7%) (10,2%) (16,2%)
cc 10 5 (0,5%) 0,57(0,12-2,62) 2 0,96(0,21-4,43) 1 0,71(0,095,58) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
0,8%) 0,8%) (0,6%)
1
TTvs 165 60 . 04(0,751,43) 0,82 31 0,90(0,60-1,36) 0,63 0,77 (0,46-1,30) 0,32 1,23(0,80-1,89) 0,35
(CT+CC)  (13,6%)  (14%) (12,4%) (10,8%) (16,2%)
(TT+CT) vs 10
R 2(0,5%) 0,57 (0,12-2,59) 0,44 0,98 (0,21-4,48) 0,97 0,73(0,095,74) 0,76 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 0,09
cc (0,8%) (0,8%) (0,6%)

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo. TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresidn mayor; TDs: trastorno distimico; TB:

tractarnn hinnlar

5.3.8 FZD3

5.3.8.1 Distribucion alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs12630592 en FZD3

Las frecuencias alélicas del SNP rs352203 en FZD3, se muestran en la Tabla 48. Las
frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y
en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM), trastorno
bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: y2 = 4,8; ns, como para el
subgrupo de mujeres: ¥2 = 3,7; ns y el subgrupo de varones: 2 = 1,8; ns. La poblacién control no
cumple la HO de equilibrio de Hardy-Weinberg p=0,004 este locus

Tabla 48.- Frecuencias alélicas del SNP rs352203de FZD3 incluido en el estudio en el conjunto de la muestra y en mujeres y
varones.

GC
Gen/SNP N (%)
FZD3
rs12630592
T i 3258 (58) 1373 (58) 871(57)  611(60)  60(52) 502 (59)
T mujeres 1900 (58) 950 (59) 627 (58) 448 (61) 45 (52) 323 (60)
T varones 1358 (58) 420 (57) 241 (56) 163 (59) 15 (50) 179 (58)
C todos 2374 (42) 993 (42) 647 (43) 403 (40)  56(48) 346 (41)
C mujeres 1384 (42) 672 (41) 453 (42) 290 (39) 41 (48) 219 (40)
C varones 990 (42) 318 (43) 191 (44) 113 (41) 15 (50) 127 (42)

5.3.8.2 Distribucion genotipica del SNP rs12630592 en FZD3 en los distintos grupos de
enfermos. Andlisis de asociacién
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Tabla 49.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en FZD3 rs3004067 y
rs6937133 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y
TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

FZD3 rs352203

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control P OR (95% Cl) p D OR (95% CI) p DM OR (95% CI) P Bp OR(95% Cl) p
i 980 427 1.00 261 1.00 189 1.00 166 1.00
(34,8%)  (36,1%) (34,4%) (37.3%) (39,1%)
12 1 4 2 17
I T 98 519 4 o10,79-1,07) 043 % 101084121) 094 233 0o3(0,761,15) 0.36 0 0,77(0,61-0,97) 0.06
(46.1%)  (43,9%) (46%) (46%) (40,1%)
538 237 149 85 88
cc 1,01 (0,84-1,22) 1,04 (0,83-1,30) 0,82 (0,62-1,08) 0,97(0,73-1,28)
(19,1%)  (20%) (19,6%) (16,8%) (20,8%)
™ 1836 756 498 318 258
D v 0,95(0,82-1,09) 0.43 1,02(0,86-1,21) 0.83 0,90 (0,74-1,09) 0.28 0,83(0,67-1,02) 0.08
(CT+CQ) (65.2%) _(63,9%) (65.6%) (62.7%) (60.9%)
R (TT+CT)vs 538 237 1 06(0,891,26) 05  *° 103(0,84-1,27) 074 >  085(0,66-,10) 0.21 P 111(0,86-1,43) 0.43
cc 19.1%)  (20% 19.6% 16,8% 20,8%
i 579 297 1.00 188 1.00 139 1.00 109 1.00
(353%)  (36,6%) (34,8%) (37,7%) (40,2%)
742 251 17 105
o T 356 094(0,77-1,13) 0.78 1,04(0,84-1,30) 0.85 0 0,95(0,74-1,22) 0.31 0,75(0,56-1,00) 0.13
(45.2%)  (43,9%) (46,5%) (46,1%) (38,8%)
321 158 101 60 57
cc 0,96 (0,76-1,22) 0,97 (0,73-1,28) 0,78 (0,56-1,09) 0,94(0,67-1,34)
(19.6%)  (19,5%) (18.7%) (16.3%) 21%)
s 1063 514 4 9010,790,12) 051 3> 102(0,831,25) 0.85 >0 090(0,711,14) 038 _1°2 081(0,621,05) 0.12
(CT+CQ) (64.7%) _ (63.4%) (65.2%) (62,3%) (59.8%)
101
R (TT+CT)vs 321 158 1 00(0,81-1,23) 097 O 095(0741,21) 0.67 0 080(059-,08) 014 '  1,10(0,80-1,50) 0.57
cc 19.6%)  (19,5% 18,7% 16,3% 21%
i SE £l 1.00 3 1.00 2 1.00 57 1.00
(34.2%)  (35.2%) (33,8%) (36.2%) (37.2%)
556 160 95 63 65
D cr 0,89(0,68-1,16) 32 0,94(0,67-1,31) 0.42 0,91(0,61-1,35) 0.89 0,82(0,56-1,20) 0.52
(47.4%)  (43.4%) (44%) (45,6%) (42,5%)
217 79 48 25 31
cc 1,12 (0,81-1,55) 1,22(0,81-1,81) 0,92 (0,56-1,54) 1,01 (0,63-1,60)
(18,5%) _(21,4%) (22.2%) (18,1%) (20,3%)
s 773 239 095(0,751,22) 071 %3 102(075-1,38) 092 55 091(0,631,32) 0.63  ° 087(0,621,24) 045
(CT+CQ) (65.8%)  (64,8%) (66.2%) (63,8%) (62.8%)
(TT+CT) 217 7 4 2 1
R (TT+CT)vs ® 120(0,90-1,60) 0.22 8 126(0,89-1,79) 0.21 5 098(0,621,54) 092 L 112(0,741,71) 0.60
CC (18 5%)  (21.4%) (22 2%) (18.1%) (20.3%)

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo. TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresién mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno
bipolar

Las frecuencias genotipicas para el SNP rs352203 de FZD3 se presentan en la Tabla 49, estas
frecuencias corresponden al grupo control (GC), el conjunto de los pacientes (TP) y los distintos
subgrupos de pacientes diagnosticados de trastorno depresivo (TD), depresion mayor (DM) o
trastorno bipolar (TB) para el conjunto de la poblacién y en mujeres y hombres por separado.

En el conjunto de la poblaciéon de pacientes y en el conjunto de pacientes diagnosticados de
algun tipo de depresidn, depresiéon mayor o trastorno bipolar no observamos asociacién con el SNP
rs352203 de FZD3, en ninguno de los modelos estudiados (codominante, dominante y recesivo) ni
para el subgrupo de mujeres o varones. Se observa una tendencia a efecto protector del alelo C en el
conjunto de todos los pacientes diagnosticados de trastorno bipolar, que no llega a ser
estadisticamente significativo, (OR=0,77; 1C95% = 0,61-0,97; p=0,07 perteneciente al modelo
codominante y OR=0,83; 1C95% = 0,67-1,02; p=0,08 en el modelo dominante).

5.3.9 GSK3p
5.3.9.1 Distribucion alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs6438552 y rs12630592
en GSK3f

Para los SNPs seleccionados de GSK3p, rs6438552 y rs12630592, las frecuencias alélicas se
muestran en la
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Tabla 50.- Frecuencias alélicas en el conjunto de los pacientes y en mujeres y varones de los SNP rs6438552 y rs12630 de GSK3B
incluidos en el estudio

. Las frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de los
pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresion
mayor (DM), trastorno bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: y2 =
8,4; ns para el rs6438552 y x2 = 6,6; ns para el rs12630592, como para el subgrupo de mujeres: y2 =
6,7; ns para el rs6438552 y %2 = 5,6; ns para el rs12630592 y el subgrupo de varones: % = 7,7; ns
para el rs6438552 y 2 = 5,2; ns para el rs12630592. La poblacién control no cumple la HO de
equilibrio de Hardy-Weinberg p=0,02 para el SNP rs6438552 y p=0,03 para el SNP rs12630592.
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Tabla 50.- Frecuencias alélicas en el conjunto de los pacientes y en mujeres y varones de los SNP rs6438552 y rs12630 de GSK3B
incluidos en el estudio

Gen/SNP GC TP TD TDG TDs TB
N (% N (% N (% N (% N (% N (%
GSK3B
rs6438552
A todos 3272 (59) 1523 (57) 983 (57) 659 (56) 68 (59) 540 (56)
A mujeres 1926 (59) 1033 (56) 694 (57) 481 (56) 46 (53) 399 (56)
A varones 1346 (60) 486 (58) 285 (58) 178 (55) 22 (73) 201 (57)
G todos 2256 (41) 1157 (43) 741 (43) 521 (44) 48 (41) 416 (44)
G mujeres 1348 (41) 797 (44) 534 (43) 373 (44) 40 (479 263 (44)
G varones 908 (40) 358 (42) 205 (42) 148 (45) 8 (27) 153 (43)
rs12630592
G todos 3566 (61) 1589 (59) 1024 (59) 689 (57) 71 (60) 565 (59)
G mujeres 2070 (61) 1076 (58) 723 (58) 504 (58) 47 (55) 353 (59)
G varones 1496 (61) 509 (60) 297 (60) 185 (56) 24 (75) 212 (60)
T todos 2318 (39) 1117 (41) 726 (41) 511 (43) 47 (40) 391 (41)
T mujeres 1350(39) 774 (42) 525 (42) 368 (42) 39 (45) 249 (41)
T varones 968 (39) 341 (40) 199 (40) 143 (44) 8 (25) 142 (40)

5.3.9.2 Distribucion genotipica del SNP rs6438552 y rs12630592 en GSK3B en los distintos
grupos de enfermos. Andlisis de asociacion
Enla
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Tabla 51.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en GSK3p rs3004067 y
rs6937133 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y
TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

se muestran las frecuencias genotipicas para los SPNs rs6438552 y rs12630592 de GSK3f en
el grupo control (GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes
trastorno depresivo (TD), depresiéon mayor (DM), trastorno bipolar (TB) en el conjunto de la
poblacién y en mujeres y hombres por separado.

En el total de pacientes se observa un incremento de riesgo del genotipo heterocigoto AG y GT
en los dos SNPs seleccionados tanto en el modelo codominante (OR=1,20; 1C95% = 1,04-1,39;
p=0,04 para rs6439552 y OR=1,22; 1C95% = 1,05-1,40; p=0,03 para rs12630592). En el modelo
dominante este incremento de riesgo se acenttia para ambos SNPs: rs6439552 (OR=1,19; IC95% =
1,04-1,37; p=0.01) y rs12630592 (OR=1,19; IC95% = 1,04-1,36; p=0.01), el efecto es por tanto
dependiente de los alelos G y T respectivamente para el rs6439552 y para el rs12630592.

En el conjunto de pacientes diagnosticados de algun tipo de depresidn, se observa también un
incremento de riesgo del genotipo heterocigoto AG y GT para ambos SNPs de GSK3(, tanto en el
modelo codominante rs6439552 AG (OR=1,22; I1C95% = 1,03-1,45; p=0,07) y rs12630592 GT
(OR=1,23; IC95% = 1,04-1,45; p=0,05) que se acentua, siendo estadisticamente significativa en el
modelo dominante rs6439552 (OR=1,20; IC95% = 1,02-1,41; p=0,01) y rs12630592 (OR=1,20;
IC95% = 1,03-1,41; p=0,02) el efecto es por tanto dependiente de los alelos G y T respectivamente
para el rs6439552 y para el rs12630592.

Los pacientes diagnosticados de depresién mayor se observa también la asociacién para
ambos SNPs de GSK3f tanto en el modelo codominante: rs6439552 AG (OR=1,36; 1C95% = 1,11-
1,67; p=0,01) y rs12630592 GT (OR=1,37; 1C95% = 1,12-1,67; p=0,01), como para el modelo
dominante rs6439552 (OR=1,33; IC95% = 1,09-1,61; p=0,004) y rs12630592 (OR=1,33; IC95% =
1,10-1,60; p=0,003).

Para ambos SNPs de GSK3p, el incremento del riesgo es mayor en el subgrupo de varones tanto en
el modelo codominante como dominante, (OR=1,65; IC95% = 1,13-2,42; p=0,03; y OR=1,57; IC95%
= 1,09-2,25; p=0,01 para rs6439552 y OR=1,64; 1C95% = 1,13-2,38; p=0,03; (OR=1,53; IC95% =
1,07-2,19; p=0,02 para el rs12630552). En el subgrupo de mujeres no se presenta asociacion de
los SNPs de GSK3p elegidos con ninguna de las patologias estudiadas.
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Tabla 51.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en GSK3f rs3004067 y
rs6937133 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y
TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones
GSK38 rs6438552

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control ™ OR (95% CI) P ™ OR(95% CI) P DM OR (95% CI) [ Bp OR(95% CI) p
" 997 430 1.00 276 100 176 100 154 100
(36,1%)  (32,1%) : (32%) ’ (29,8%) : (32,2%) i
1278 663 431 307 232
c g 0,04 ,22 (1,03-1, 0,07 ,36 (1,111, 0,01 ,18(0,94-1, 0,25
AG (462%) (95w  20(104139) (50%) 1,22 (1,03-1,45) (52%) 1,36 (1,11-1,67) (g% L18(0,94146)
GG 489 247 1,17 (0,97-1,42) 155 1,15(0,91-1,43) 107 1,24(0,95-1,61) 2 122(0,92-1,61)
(17,7%)  (18,4%) ’ 4 4 (18%) ’ 4 4 (18,1%) 4 g . (19,2%) g ’
D AAVs 1767 910 1,19 (1,04-1,37) 001 58 1,20 (1,02-1,41) 002 M 1,33 (1,09-1,61) 000 32 1100097146 01
(AG+GG) (63,9%)  (67,9%) e g (68%) e ’ (70,2%) i ’ (67,8%) Y ”
R (AA*AG) vs 489 247 1,05 (0,89-1,25) 056 0 1,02 (0,84-1,25) oss 1,03 (0,82-1,30) 0,8 2 1 11087142) 042
GG (17,7%)  (18,4%) i ’ (18%) e TR ’ (18,1%) S e 4 (19,2%) TS 4
"~ 567 289 100 194 100 130 100 95 100
(34,6%)  (31,6%) . (31,6%) ’ (30,4%) . (31,6%) :
792 455 306 221 149
c g 0,24 E 0,36 L 0,26 - 0,51
AG 4sa%) (@o7w  13(094135) , (og% ~ L1300:92:139) srgw)  L22(0:96L55) , (a9,5%) L12085148) O,
GG 8% 1,21(0,95-1,53 114 1,20(0,91-1,57 6 1,19(0,87-1,64 > 122(0,861,75
W7 (g 79 ~ L21(095:1,53) asew ~ 20091LE (17,8%) 19087164 (18,0%) L22(086-L75)
D AAvs 1070 626 1,15(0,97-1,36 012 % 1,15(0,94-1,40 017 2% 1,21(0,96-1,52 0,1 26 1 15(0881,50) 03
(AG+GG) (65,4%)  (68,4%) BRI 4 (68,4%) 115(0,94-1,40) ’ (69,6%) 200222 ’ (68,4%) (0,88-1,50) 4
R (PATAG)YS g ars) 272 1,12(0,91-1,39 028 1,11(0,88-1,42 0,38 6 1,06 (0,80-1,40 0,69 > 1140,83157) 041
6 U7%) g7y  LI2091439) 028 oo L11088142) 038 ... L06(080-L40) 069 o, 1,14(083157) O,

VARONES

430 140 81 46 59

A (38,1%)  (33,2%) 200 (33,1%) 1.00 (28,2%) 200 (33,3%) 1.00
486 206 123 1,34(0,99-1,83) 86 83
cD < 0,11 0,13 4 ,13-2, 0,03 , ,87-1, 0,46
AG @319 sew  L3OWOILET) (50,2%) (2w  L65(113242) ey L2087L78)
GG 1 s6(s%)  111(0,80L,53) “ 1,03 (0,68-1,55) 31(19%)  1,37(0,85-2,23) 3 121(0,77-1,89)
(18,7%) " ,80-1, (16,7%) " ,68-1, , ) ,85-2,. (19,8%) ) ,77-1,
D Ahvs 697 282 120008157) 006 b 1,25(0,93-1,67) 013 157(1,092,25) 001 2 1230088172 0,21
(AG+GG) (61,9%)  (66,8%) o R ’ (66,9%) O . (71,8%) 2 ’ (66,7%) TN 4
R (AA+AG) vs 1 seas%)  095(0,71127) 075 4 0,87 (0,60-1,26) 0,46 31(19%) 1,02(0,67-1,55) 0,93 3 1070,721,59) 0,74
6 (18,7%) ,95(0,71-1, , (16,7%) ,87(0,60-1, ) ,02 (0,671, ¥ (19,85 1070721, )
rs12630592
TODOS LOS PACIENTES
modelo genotipo Control TP OR(95% Cl) p ™ OR(95% Cl) p DM OR(95% Cl) p Bp OR(95% Cl) p
. 1109 457 100 293 100 188 100 164 100
(37,7%)  (33,8%) : (33,5%) . (31,3%) : (34,3%) :
1348 675 438 313 237
D - 0,02 ,23(1,04-1, 0,05 ,37 (1,121, 0,00 ,19(0,96-1, 0,28
GT @sew)  (@oow 22 W0SL40) (01w L23(1.04-145) (20w  L37(12167) oy L19(096:1.47)
™ 485 221 1,11(0,91-1,34) 144 1,12 (0,90-1,41) i 1,20 (0,92-1,57) 7T 1,07(0,80-1,44)
(16,5%)  (16,3%) e (16,5%) e (16,5%) e (16,1%) T
D 6Gvs 1833 896 119(1,04136) 001 2 1200103141 | 002 42 133(1,10,60) 0,00 > | 116(095-142) 0,15
(GT+TT) (62,3%)  (66,2%) T ’ (66,5%) T . (68,7%) (i g (65,7%) 0P g
R (GG+GT) 485 221 099(083-1,18) o090 - 1,00 (0,81-1,22) 0,98 o 1,00(0,79-1,27) 0,99 7T 097(0,751,26) 0,84
(16,5%)  (16,3%) T EEE . (16,5%) e ’ (16,5%) (i ’ (6,1%) 00T 4
6 631 306 100 206 100 140 100 100 100
(36,9%)  (33,1%) : (33%) . (32,1%) . (33,2%) i
808 464 311 224 153
c ! 0,15 X 0,22 r 0,17 g 0,44
GT @r2%)  (s02%)  LiB099L41) (ogw ~ L18(0:96-L45) (s1a%) ~ 125(0:99158) (0.8 bA9091:157)
™ a7 155 1,18 (0,93-1,50 107 1,21(0,92-1,59 2 1,20 (0,87-1,65 B 12077162
(15,8%)  (16,8%) OB (17,1%) 1210,92:1,59) (16,5%) PO (15,9%) (0,77-1,62)
D 6Gvs 1079 619 118(1,001,40) 005 8 1,19 (0,98-1,44) 008  2%° 1,24 (0,99-1,55) 006 %' 11s(091152) 022
(GT+TT) (63,1%)  (66,9%) ’ e ’ (67%) ’ T ’ (67,9%) B ’ (66,8%) 0T 4
R (66+GT)us 27 155 107(0861,33) 055 1,10 (0,86-1,40) 0,45 2 1,05(0,79-1,40) 0,74 8 1 010,721,41) 097
T (15,8%)  (16,8%) R 4 (17,1%) R ’ (16,5%) o ’ (15,9%) ’
VARONES
GG 478 150 1.00 86 1.00 8 1.00 64 1.00
(38,8%)  (35,3%) : (34,7%) : (29,3%) : (36,2%) :
540 209 125 1,29 (0,95-1,74) 89 84
c y 0,16 0,16 ,64 (1,132, 0,028 ,16 (0,821, 0,66
GT @aew)  (@ow  L3097LS7) ) (50.4%) (s43%  L64113238) (47.5% L16082164) 0O,
™ 24 °s 0,98 (0,71-1,37 37 0,96 (0,63-1,46 27 1,26 (0,76-2,07, 2 1010,631,62
4% assw OO0 aaow 020063149 esw 1076207 (1645 LO1063162)
D GGvs 754 275 1,16 (0,92-1,46 020 2 1,19(0,90-1,59 022 _® 1,53 (1,07-2,19 0016 2 1120081155 050
(GT+TT) 61,2%)  (64,7%) ,16(0,92-1,46) ) (65,3%) ,19(0,90-1,59) ) (70,7%) ,53(1,07-2,19) 3 63.8%) “ (0,81-1,55) )
R (GeraT)vs 24 o 0,87(0,65-1,18) 0,38 37 0,83(0,57-1,22 0,34 27 0,94(0,60-1,45) 0,77 2 093(0,61142) 074
'I'I' (17,4%)  (15,5%) KI5 S (14,9%) 83(0,57-,22) =% (16,5%) ,94 0,601/ 77 16,45 0°3(061142) 0

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo. TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresion mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno bipolar
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5.3.10 WNT2B

5.3.10.1 Distribucion alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs3790606 en WNT2B

Las frecuencias alélicas del SNP rs3790606 de WNTZ2B se pueden observar en la Tabla 52. Las
frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y
en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM), trastorno
bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: ¥2 = 2,5; ns, como para el
subgrupo de mujeres: y%2 = 2,1; ns y el subgrupo de varones: x2 = 27,9; ns. La poblacién control
cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg p=0,26 para el SNP rs3790606 de WNT2B.

Tabla 52.- Frecuencias alélicas del SNP rs3790606 de WNT2B incluido en el estudio en el conjunto de la muestra y en
mujeres y varones.

Gen/SNP GC TP TD TDG TDs TB
N (%) N (%) N (%) N(%) N(%) N (%)
WNT2B
rs3790606
G todos 4133 (71) 1868 (70) 1203 (70) 819 (69) 84 (72) 665 (69)
G mujeres 2395 (71) 1284 (70) 860 (70) 596 (69) 61 (73) 241 (68)
G varones 1738 (71) 579 (68) 338 (69) 223 (69) 23 (72) 204 (57)
C todos 1707 (29) 814 (30) 521 (30) 363 (31) 32 (28) 293 (31)
C mujeres 989 (29) 546 (30) 368 (30) 262 (31) 23 (27) 115 (32)
C varones 718 (29) 267 (32) 152 (31) 101 (31) 9 (28) 154 (43)

5.3.10.2 Distribucién genotipica del SNP rs3790606 en WNT2B en los distintos grupos de
enfermos. Andlisis de asociacién

En la Tabla 53 se muestran las frecuencias genotipicas para el SPN rs3790606 de WNT2B grupo
control, en el conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes trastorno

Tabla 53.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos de los SNP en WNTZB
rs3790606 en los distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresion
mayor y TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

Wnt2 rs3790606

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR (95% Cl) TD  OR(95%CI) DM OR (95%CI) Bp  OR(95%C) p
o e T i (10100 100 ) Lo (100 1.00

D cG (41(:;303/“ {453?:’% 112(0,981,28) 0,27 (433'73?%) 112(0,961,31) 0,35 (45‘;@ 106(088128) 0,6 (422,?5?%] 111(0,91-1,36) | 0,59
cc 262 (9%) [81;:)] 1,03 (0,81-1,30) (SZM 1,00 (0,76-1,33) “‘3;] 1,16 (0,85-1,58) [9‘;@ 1,08 (0,76-1,53)

D (GCGG‘fCC) (41;;;)) {5619:% 110(0,97-1,25) 0,14 (5‘1*‘;;’) 110 (0,94-1,28) 0,22 (53(314%) 1,08(091-1,29) 0,39 (52;;) 111(091-1,34) 031

R (CGCG*CG) VS 262 (9%) 31,;;, 0,98(0,78-1,23) 0,85 ’74 095(0,73-125) 0,72 >0 113(084-151) 044 f” 1,03(073-143) 0,88

856

GG

450

211

79

(50,6%) (49,2% T (48,7%) 100 (49,2%) Hmw (44,4%) 1,00
[o)) G (43;3%) (:;2) 1,07 (0,90-1,27) 0,73 (422’67?%) 1,10 (0,90-1,33) 0,61 (4;’2‘;)) 1,03 (0,83-1,29) 0,72 (45;’%] 1,30 (0,94-1,81) 0,29
cc 153 (9%) rss}m 1,01 (0,75-1,35) (ssa?m 0,99 (0,71-1,39) (104;%] 1,17 (0,81-1,68) 16 (9%) 1,15 (0,65-2,04)
D (GCGGZSCC) (431;)) i 5‘;65% 1,06(090-124) 0,49 531;%” 1,08(090-130) 0,42 sgﬁm 1,06(086131) 0,60 592%] 1,27 (0,93-1,75) 0,13
R (C(é(“m)” 153 (9%) 8%1% 0,98 (0,74-1,30) 0,87 856?% 0,95 (0,69-1,32) 0,76 104;% 1,15(0,81-1,64) 0,44 16(9%) 1,01(0,58-1,76) 0,96

GG (53,{;@) (415?63% Lo (42,?4,) 100 (46?;%) Lt (447:%] 100
D G (43};&)) (415?53% 1,24 (0,98-1,56) 0,20 (41'};;’) 1,19 (0,90-1,59) 0,47 (4;;%] 1,16 (0,82-1,63) 0,70 (4;2%] 1,30 (0,94-1,81) 0,29
cc (818;) (817%] 1,09 (0,73-1,63) (8261%) 1,05 (0,63-1,74) (9;?%) 1,12 (0,62-2,02) 16 (9%) 1,15 (0,65-2,04)
D ?CGG‘iSCC) (422(;) (5132% 1,21(0,97-1,51) 0,09 (5313;%) 1,17 (0,89-1,54) 0,27 (53?5%) 1,15 (0,83-1,60) 0,40 (5592%] 1,27 (0,93-1,75) 0,13
R (C?:G*CG)VS fslg;) [8‘:’3700] 098(0,67-145) 094 . 096(059-157) 088 3?)0) 1,05 (0,59-1,85) 0,87 16(9%) 1,01(0,58-1,76) 0,96

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo, TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresion mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno

bipolar

depresivo (TD), depresiéon mayor (DM), trastorno bipolar (TB) en el conjunto de la poblacién y
en mujeres y hombres por separado.
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En el conjunto de la poblacién de pacientes o en los subgrupos de mujeres o varones no
observamos asociacion con el polimorfismo seleccionado de WNTZ2B, en ninguno de los modelos
estudiados (codominante, dominante y recesivo) ni para el conjunto de pacientes ni para los
pacientes diagnosticados de algun tipo de depresion, depresién mayor o trastorno bipolar.

5.3.11 WNT3

5.3.11.1 Distribucién alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs199494 en WNT3

Para el gen WNT3 se seleccion6 el SNP rs199494, las frecuencias alélicas de rs199494 se muestran
en la Tabla 54. Se puede observar que las frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control
(GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes trastorno
depresivo (TD), depresion mayor (DM), trastorno bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el
conjunto de la poblacién: y2 = 3,1; ns; como para el subgrupo de mujeres: y%2 = 3,1; ns; x2= 0,6 y el
subgrupo de varones: ¥2 = 3,0; ns. La poblacién control no cumple la HO en el equilibrio de Hardy-
Weinberg p=0,04.

Tabla 54- Frecuencias alélicas en el conjunto de la muestra y en mujeres y varones del SNP de WNT3 rs199494
incluidos en el estudio.

GC TP TD TDG TDs TB
Gen/SNP
N (%) N (%) N (%) N (%) N(%) N (%)
WNT3
rs199494
A todos 3238(55)  1495(55)  951(54) 657 (54) 67(58) 544 (56)
A mujeres 1859 (55) 999 (54) 659 (53) 466 (53) 45 (52) 340 (56)
A varones 1343 (55) 493 (58) 289 (58) 191 (58) 22 (73) 204 (57)
(6 e 2612 (45)  1223(45) 803 (46) 549 (46) 49 (42) 420 (44)
G mujeres 1527 (45) 857 (46) 591 (47) 408 (47) 41 (48) 266 (44)
G varones 1085 (45) 363 (42) 209 (42) 141 (42) 8 (27) 154 (43)

5.3.11.2 Distribucién genotipica del SNP rs199494 en WNT3 en los distintos grupos de
enfermos. Andlisis de asociacion

Las frecuencias genotipicas para el SNP rs199494 de WNT3 correspondientes al grupo
control, el conjunto de los pacientes (TP) y los distintos subgrupos de pacientes diagnosticados de
trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM) o trastorno bipolar (TB) para el conjunto de la
poblacién y en mujeres y hombres por separado se presentan en la Tabla 55

En el conjunto de la poblacién de pacientes y en el conjunto de pacientes diagnosticados de
algun tipo de depresidn, depresiéon mayor o trastorno bipolar no observamos asociacién con el SNP
rs199494 en WNT3, en ninguno de los modelos estudiados (codominante, dominante y recesivo) ni
para el subgrupo de mujeres o varones.

Por el contrario se observa un tendencia al efecto protector del alelo G en el modelo

codominate (OR=0,87; 1C95% = 0,65-1,16; p=0,10) y recesivo (OR=0,80; 1C95% = 0,62-1,03;
p=0,08)en todos los paciente diagnosticados de trastorno bipolar.
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Tabla 55.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacion de los genotipos del SNP en WNT3 rs199494 en los
distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresion mayor y TB: trastorno
bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones
WNT3 1rs199494

TODOS LOS PACIENTES

modelo genotipo Control TP OR (95% CI) P TD OR (95% CI) p DM OR (95% CI) P Bp OR (95% C
AA (32,2;@) (z;,%m M (z:izm 100 (31(?021 i (33:43(:%7] 100

D AG ; 4173':;) ) (53270 113097131 018 (4;’36;)] 112 (0,94-1,34) “ 4;:5; ) 10808813 074 5;532%] 115 (0,92-14
GG (Zg; o 1;678; ) L0(083-121) (zlf,; ) 108(087-134) (21,211 ) 1L06(083-136) (17‘?:% )| 0870651,

D ?:G‘/;SG o B ;8‘?2;) ) (73’5350 ) 109095126 022 (7322 | L1091 022 (74;"2 ) 10808130 045 53,37(; L6086

R EAGA*AG) vs (zg,{;’ o 1;675; 093075109 038 (21;3;0 ) 101084121) 095 (21’217%) 101(081-125) 092 17‘?:% )| 080621,

528 259 170 124 89

An (309%)  (27.9%) L0C @7,2%) 00 284%) L (294%) 100
D AG 839 (49%) (5‘1’;}% ) 17097141 026 (5311;’) 118(095-147) 0,22 (42};%) 111(087-141) 0,54 [ségim] 115 (087-15
344 188 136 95 52
GG (201%)  (203%) 1,11 (0,88-1,40) (21.8%) 1,23 (0,94-1,60) 217%) 1,18 (0,87-1,59) (17,2%) 0,90 (0,62-1,3
AAvs 1183 669 455 313 214
D (AG+GG) (69.1%)  (721%) 1,15 (0,97-1,38) 0,11 2wy | 110 0,97-1,46) 0,08 (716%) 1,13 (0,89-1,42) 0,31 (70,6%) 1,07 (0,82-14
(AA+AG) vs 344 188 _ 136 g 95 1 52 ~
R pos 201%)  (203%) 1,01 (0,83-1,23) 0,93 (218%) 1,11 (0,88-1,38) 038 17 1,10 (0,85-1,43) 0,45 (17.2%) 0,82 (0,60-1,1
VARONES
396 144 87 57 57
AA (326%) (336%) Lo (34,9%) 100 (34,3%) L0 (31,8%) 100
551 205 115 77 90
- 0,29 - 0,51 - 0,71 -
cD AG “54%)  (47.9%) 1,02 (0,80-1,31) b 46.2%) 0,95 (0,70-1,29) (46:4%) 0,97 (0,67-1,40) b (503%) 1,13 (0,79-1,6
79 47 32 32
9 b - X R
GG 267 (22%) (18,5%) 0,81 (0,59-1,12) (18.9%) 0,80 (0,54-1,18) (19:3%) 0,83 (0,53-1,32) (17.9%) 0,83 (0,53-13
AAvs 818 284 162 109 122
D (AG+GG) (67.4%)  (664%) 0,95 (0,76-1,21) 0,70 (651%) 0,90 (0,68-1,20) 0,48 (65,7%) 0,93 (0,66-1,30) 0,66 (68,2%) 1,04 (0,74-1,4
(AA+AG) vs o 79 _ 47 . 32 3 32 B
R pis 267 (22%) (185%) 0,80 (0,61-1,06) 012 1000 0,83 (0,58-1,17) 0,27 (19:3%) 0,85 (0,56-1,27) 042 (1050 0,77 (051-1,1
: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo, TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresién mayor; TDs: trastorno distimico; TB: tras
bipolar

5.3.12 ZBED3

5.3.12.1 Distribucion alélica y equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP rs 2914143 en ZBED3

Las frecuencias alélicas del SNP rs2914143 de ZBED3 se muestran en la Tabla 56. Las
frecuencias alélicas fueron similares en el grupo control (GC), en el conjunto de los pacientes (TP) y
en los distintos subgrupos de pacientes trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM), trastorno
bipolar (TB) y distimias (TDs) tanto para el conjunto de la poblacién: 2 = 8,1; ns, como para el
subgrupo de mujeres: y% = 3,7; ns y el subgrupo de varones: y2 = 6,0; ns. La poblacién control
cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg p=0,33 para el SNP rs2914143.

5.3.12.2 Distribucion genotipica del SNP rs2914143 en ZBED3 en los distintos grupos de
enfermos. Andlisis de asociacion

En la Tabla 57 se muestran las frecuencias genotipicas para el SPN de ZBED3 rs2914143 y
para el grupo control, en el conjunto de los pacientes (TP) y en los distintos subgrupos de pacientes
trastorno depresivo (TD), depresién mayor (DM), trastorno bipolar (TB) en el conjunto de la
poblacién y en mujeres y hombres por separado.

En el conjunto de la poblacién de pacientes y en el conjunto de pacientes diagnosticados de
algiin tipo de depresiéon, no observamos asociaciéon con el SNP seleccionado para ZBED3,
rs2914143, en ninguno de los modelos estudiados (codominante, dominante y recesivo) ni para el
subgrupo de mujeres o varones. En pacientes diagnosticados de depresion mayor (DM)
encontramos un efecto protector en mujeres portadoras del alelo A en los modelos codominante
OR=0,78; 1C95% = 0,62-0,98; p=0,05 y dominante OR= 0,83; 1C95% = 0,66- 1,03; p=0,09.
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Tabla 56.- Frecuencias alélicas del SNP de ZBED3 rs2914143 incluido en el estudio. en el conjunto de la muestra y en
mujeres y varones

Gen/SNP

ZBED3

rs2914143

G todos 4591 (78) 2124 (79) 1348 (78) 943 (79) 84 (72) 776 (81)
G mujeres 2658 (78) 1447 (79) 963 (78) 686 (79) 63 (75) 484 (80)
G varones 1933 (78) 672 (79) 380 (78) 257 (80) 21 (66) 292 (82)

A todos 1303 (22) 566 (21) 382 (22) 245 (21) 32 (28) 184 (19)
A mujeres 766 (22) 391 (21) 273 (22) 180 (21) 21 (25) 118 (20)
A varones 537 (22) 174 (21) 108 (22) 65 (20) 11 (34) 66 (18)

En el caso de los pacientes diagnosticados de trastorno bipolar, observamos una tendencia la
efecto protector del alelo A para el conjunto de los pacientes, en los modelos codominante OR=0,68;
1C95% = 0,40-1,15; p=0,11 y dominante OR= 0,82; IC95% = 0,67- 1,00; p=0,05. Sin diferencias entre
mujeres y varones.

Tabla 57.- Frecuencias genotipicas y estudio de asociacién de los genotipos del SNP en ZBED3 rs2914143 en los
distintos grupos de pacientes (TP, todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresién mayor y TB: trastorno
bipolar) y en los subgrupos de mujeres y varones

ZBED3 1rs2914143

TODOS LOS PACIENTES
modelo genotipo Control TP OR (95% CI) P TD OR (95% CI) P DM OR (95% CI) P Bp OR (95% CI) P
1779 840 528 379 312
66 (604%)  (625%) 100 (61%) 100 (638%) 100 (65%) 100
1033 444 292 185 152
D AG vy (091079105 041 P osssiiiz) 063 1% 0ss06%108) 048 1 0s0esi0y 01
135 61 45 30 16 B
AA (o) (hay  096070-13) oy 1120797160 Gy M04(069-157) oy | 068 040-115)
GGvs 1168 505 337 215 168 )
D Comn) oemy raw 092080108 019 B oo70sniie) 07z 20 0860072108 012 81 0820067-100) 0,05
(GG+AG)vs 135 61 45 30 16
R W o) (e 00073135 095 S5 110816 045 S L1O74166 062 o 072042122 020
MUJERES
1026 574 382 279 192
GG (59.9%)  (62.5%) 200 (61,8%) 100 (64:4%) A (63.8%) 100
606 299 199 128 100
cD AG (s (e OFBO7ELIS) 033 S 088(072108) 021 oot 078(062:098) 005 0L 088(068115) 025
80 46 37 26 9
AA ery @3 1,03 (0,71-1,50) %) 1,24(0,83-187) e 1,20 (0,75-1,90) %) 0,60 (0,30-1,22)
GGvs 686 345 236 154 109
D (AGaAn) o1%) @rsy 090076106 02 ooy O920076112) 041l 083(0,66103) 008 0L 085066109 020
GG+AG) vs 80 46 37 26 9
R ( 1,07 (0,74-1 7 1,30 (0,87-1,94 0,21 1,30 (0,83-2, )2 0,63 (0,31-1,27 0,17
AA 47%) (5%) ,07 (0,74-1,56) 0, %) ,30(0,87-1,94) (6%) 30 (0,83-2,06) 0,26 (3%) ( )
VARONES
753 264 144 100 120
AA G5 @ 1.00 59%) 1.00 @ 1.00 %) 1.00
427 144 92 57 52
D AG Ghowy  Gapy 09076122 068 2 113(085150) 050 ST 101071142 046 SL. 0760054108 029
55 15 8 4 7
66 o) vy 078043140 oy 076035163 vy 055(019-159 ooy | 080036:179)
Advs 482 159 100 61 59
D hovce) | @) Grew 09075118 06 0 108082143 057 AL 095068139 078 . 077055107) 0.2
(AA+AG) vs 55 15 8 4 7
R s ok Gevg  OPO4LAD 041 Do 073034155 039l 0SS02018) 020 1. 087039195 074

CD: modelo codominante; D: modelo dominante y R: modelo recesivo, TP: todos los pacientes; PD: depresion; DM; Depresion mayor; TDs: trastorno distimico; TB: trastorno
bipolar
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Resumen general de la PARTE B: Estudios de genotipado.

El estudio de asociacién entre SNPs de genes candidatos de la via wnt/B-catenina y los
trastornos depresivos o trastorno bipolar, se realizé6 en una poblacién de 4107 sujetos que
participaron en el estudio DEPREGEN, promovido dentro del CBERSAM, utilizando el banco de
muestras de ADN del CIBERSAM. Del total de los sujetos, 2834 (69%) fueron sujetos control y 1273
(31%) fueron pacientes diagnosticados por un psiquiatra de alguno tipo de trastorno depresivo o
trastorno bipolar segun criterios del DSM 1V: todos los pacientes (TP), pacientes con depresion
(TD), depresion mayor (DM), trastorno distimico (TDs) y el trastorno bipolar (TB). En este
estudio tratamos de detectar una susceptibilidad a la depresién mediante la identificacién de alelos
comunes en la poblacién (SNPs de predisposicidon) en una serie de genes candidatos de la via wnt-
[-catenina implicada en procesos de proliferacién y plasticidad neuronal. Mediante la utilizacién de
software SNPStats, para cada SNP, antes de realizar el estudio de asociaciéon, comprobamos las
frecuencias alélicas y el equilibrio de Hardy-Weimberg (HWE).

Para AKT1 no observamos asociacién con los SNPs rs1130214 y rs1130233, en ninguno de los
modelos estudiados (codominante, dominante y recesivo) ni para el subgrupo de mujeres o
varones. En pacientes diagnosticados de depresién mayor (DM) encontramos un incremento
significativo del riesgo de enfermedad en varones con genotipo TT del SNP rs1130233. Por el
contrario, los varones portadores del alelo T del marcador rs1130214 muestran un claro efecto
protector al trastorno.El marcador rs1130233 presenta una tendencia a incrementar el riesgo de
trastorno bipolar en los individuos heterocigéticos GT del conjunto de la poblacidn,sobre todo en
mujeres, aunque no llegé a ser estadisticamente significativo.

Para APC en el SNP rs13167522 observamos una tendencia a un efecto protector del genotipo
heterocigético CT en el modelo codominante que roza la significacion estadistica para los pacientes
varones diagnosticados de algun tipo de depresion o de depresiéon mayor, pero no para los pacientes
diagnosticaos de trastorno bipolar. Por el contrario, el genotipo homocigético recesivo CC
incrementa el riesgo en el modelo codominante para el conjunto de los varones, los varones
diagnosticados de algun tipo de depresion o de depresiéon mayor. En el marcador rs17290456
encontramos una tendencia no significativa al efecto protector del genotipo homocigoto (CC) en el
modelo codominante (OR=0,37; p=0.15) y recesivo (OR=0,36; p=0,25) en pacientes diagnosticaos de
trastorno bipolar. Esta tendencia al efecto protector se observa también en el subgrupo de mujeres
para todas las categorias diagnésticas.

Para el conjunto de la poblacién, los pacientes diagnosticados de depresion, depresién mayor o
trastorno bipolar, no observamos ninguna asociacion significativa en el SNPs rs214250 de AXIN1.
En el caso del conjunto de pacientes diagnosticados de algin tipo de depresién, observamos un
incremento significativo de riesgo en el alelo recesivo G del SNP rs3923086 de AXINZ para los
varones en el modelo codominante , mas claro aiin en el modelo recesivo.

En el caso de CTNNB1 en varones con diagndstico de Trastorno Depresivo se observa un
genotipo protector en los pacientes heterocigéticos de los SNPs: rs 2140090, rs3774369,
rs3864004, rs3915129, rs6776881 y rs13075993 AG (modelo dominante OR=0,72; IC95% 0,55-
0,95; p=0,02). El efecto protector en varones, que se ve acentuado significativamente en la
poblaciéon con diagndstico de depresiéon mayor para los siguientes marcadores: rs2140090,
rs3774369, rs3864004, rs3915129, rs4533622, rs6776881 y rs13075993). No se observé
asociacion significativa para el conjunto de varones en el rs4135385. Para el subgrupo de las
mujeres solo encontramos una tendencia al incremento de riesgo de depresién con el alelo
dominate A del SNP rs3774369.

Para DKK4 no observamos asociacién en el conjunto de pacientes, pacientes y en el conjunto
de pacientes diagnosticados de algtn tipo de depresion, con el polimorfismo seleccionado de DKK4,
en ninguno de los modelos estudiados (codominante, dominante y recesivo) en el conjunto de la
poblacién o en el subgrupo de varones. En el subgrupo de mujeres diagnosticadas de depresion
mayor, se puede observar un incremento del riesgo para rs2073665.
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Para el SNP rs352203 de FZD3, se observa una tendencia a efecto protector del alelo C en el
conjunto de todos los pacientes diagnosticados de trastorno bipolar, que no llega a ser
estadisticamente significativo.

Para GSK3[f3 se observa en el total de pacientes un incremento de riesgo en los dos SNPs
seleccionados tanto en el modelo codominante, como en el modelo dominante donde este
incremento de riesgo se acentiia para ambos SNPs: rs6439552 y rs12630592 .En el conjunto de
pacientes diagnosticados de algun tipo de depresion, se observa también un incremento de riesgo
del genotipo heterocigoto AG y GT para ambos SNPs de GSK3p, tanto en el modelo codominante
como en el dominante; el efecto es por tanto dependiente de los alelos G y T respectivamente para el
rs6439552 y para el rs12630592. En los pacientes diagnosticados de depresién mayor se observa
también la asociacién para ambos SNPs de GSK3f tanto en el modelo codominante como para el
modelo dominante.

Para ambos SNPs de GSK3f, el incremento del riesgo es mayor en el subgrupo de varones
tanto en el modelo codominante como dominante. En el subgrupo de mujeres no se presenta
asociacion de los SNPs de GSK3[ elegidos con ninguna de las patologias estudiadas.

Para el SNP rs199494 en WNT3 se observa un tendencia al efecto protector del alelo G en el
modelo codominate y recesivo.

Para el SNP seleccionado de ZBED3, rs2914143, en pacientes diagnosticados de depresion
mayor (DM) encontramos un efecto protector en mujeres portadoras del alelo A en los modelos
codominante y dominante.

No observamos asociacion con los SNPs seleccionados de DAAM2 y WNT2B en ninguno de los
modelos estudiados (codominante, dominante y recesivo), en el conjunto de la poblacién de
pacientes y en el conjunto de pacientes diagnosticados de algun tipo de depresidn, depresién mayor
o trastorno bipolar ni en mujeres o varones.
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Tabla 47.- Resumen de la asociacién observada para los SNPs seleccionados en los distintos grupos de pacientes (TP,
todos los pacientes; TD: pacientes deprimidos; DM: depresion mayor y TB: trastorno bipolar) y en los subgrupos de mujeres
() y varones (3).El incremento de riego se expresa como Ty la tendencia como T; el efecto protector como T y la tendencia

como T.
GEN SNP TP ) TDG TB
AKT1 rs1130214 39
rs1130233 a1 ?
APC rs454886
rs17290456 32T
rs13167522 a1 RN SR
AXIN1 rs214250
AXIN2 rs7210356
rs3923086 ™~
CTNNB1 rs3864004 a9 SRR NN
rs4135385
rs4533622 I
rs2140090 o5 S
rs3915129 TP I
rs6776881 a1 RN
rs3774369 MIP I
rs13075993 a9 AN
DAAM2 rs6937133
rs3004067
DKK4 rs2073665 QN
FZD3 rs352203 31
GSK3pB rs12630592 SR N S SR R N N
rs6438552 SRR ¥ SRON N RO N
WNT2B rs3790606
WNT3 rs199494 32t
ZBED3 rs2914143 P
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El objetivo de esta tesis ha sido la busqueda de dianas moleculares implicadas en procesos de
proliferacidn o plasticidad en neuronas u otros tipos de células y que sean moduladas de forma
rapida por farmacos con demostrado efecto antidepresivo en humanos y/o animales. Para ello se ha
comparado el curso temporal de la expresion de 9 genes (Axin-1; Axin-2; Ctnnb1; (3-catenina-; c-Myc;
c-Jun; Ccnd1 -ciclina D1-; Ppary; Notch y Vegf), por ADs con diferente rapidez de accién como la
fluoxetina y la paroxetina, clasicos ISRS con un retraso de 3-4 semanas en alcanzar el efecto
antidepresivo. La venlafaxina un inhibidor dual de la recaptaciéon de 5SHT y NA con una cierta mayor
rapidez de accién y una nueva molécula, el agonista de receptores 5HT4RS 67333, recientemente
identificado como un antidepresivo de accion rapida. La finalidad del estudio ha sido la
identificacién de dianas sobre las que desarrollar nuevos ADs de accién rapida.

Inicialmente se consider6 la utilizacién Gnicamente de fluoxetina como ISRS pero debido a la
toxicidad de la concentraciéon de 10 uM de fluoxetina sobre los cultivos organotipicos, se utiliz6 la
paroxetina (ISRS) con escasa toxicidad sobre el tejido.

Como modelo de expresion génica utilizamos cultivos de células progenitoras de hipocampo
(CPH), donde el efecto de los distintos fArmacos sobre la expresion génica se debe sélo a la accién
de los fArmacos sobre células madre neuronales y cultivos de rodajas de cerebro que incluyen
hipocampo y corteza (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.), donde el efecto de
los farmacos sobre la expresion de genes se debe a la accion de estos sobre distintos tipos de células
(células proliferativas como no proliferativas , células neuronales y glia) presentes en el tejido. En
nuestro estudio, demostramos que la mayor parte de los genes estudiados Axin-2; c-Myc; c-Jun;
Ppary; Notch y Vegf se expresan basalmente a un nivel similar en las CPH, el hipocampo y la corteza
de cultivos organotipicos de cerebro, por el contrario Axin-1 y Ccnd1(ciclina D1) han mostrado un
nivel de expresién mayor en el cerebro (tanto en Hp como en Cx), finalmente el nivel de expresién
basal de Ctnnb1(B-catenina) fue 2-3 veces mayor en las CPH que en el Hp o la Cx.

Para poder establecer los genes modificados por los distintos ADs que podrian constituir
dianas moleculares, era importante poder valorar el efecto de estos firmacos sobre la proliferacion
celular en las CPH y en la regién SGZ del GD del hipocampo. Tanto en las CPH como en el GD del
hipocampo el fairmaco que produce un mayor efecto proliferativo fue el RS 67333 seguido de la
venlafaxina, produciendo tanto fluoxetina como paroxetina un efecto débil en las CPH e
inapreciable en el GD del hipocampo, por tanto los genes modulados por RS 67333 o venlafaxina en
CPH y en el Hp de cultivos organotipicos serian buenos candidatos al desarrollo de ADs de accién
rapida. No obtante seria aconsejable la realizacién de estudios en animales en que se hayan
modificado genéticamente los genes candidatos tanto en el sentido de valorar la proliferacion
hipocampal como el comportamiento de esos animales.

1.- MODULACION DE GENES POR LA FLUOXETINA

En nuestro modelo de expresion, la fluoxetina modula distintos genes en las CPH frente al Hp
y la Cx, asi en las CPH incrementa precozmente Axin-1, 3-catenina; c-Myc; Ppary; y de forma tardia
Vegf, manteniéndose elevado c-Myc. En el Hp incrementa inicialmente ciclina D1 y Notch y
disminuye Ppary, de forma tardia incrementa Axin-2; c-Mycy c-Jun manteniéndose elevados ciclina
D1 y Notch. En la corteza por el contrario sélo se muestran elevados y de forma tardia (3-catenina; c-
Myc; c-Jun; ciclina D1.

1.1 Axin

Axina ha sido identificada como un modulador negativo de la via candnica de Wnt aunque su
papel no esta claramente definido (Kikuchi, 1999; Lustig, Jerchow et al. 2002). Axina es considerada
una proteina de andamiaje de la cascada de wnt, participa en la formacién del complejo de
destrucién de B-catenina que permite su fosforilacién dependiente de GSK3f, por tanto actia como
regulador negativo dentro de la via de sefializacién de Wnt mediante la reduccién de la cantidad de
[-catenina disponible para la activacién transcripcional (Sakanaka, Weiss et al. 1998). Axin-2 actta
como elemento de expresion inducible con un potencial papel inhibidor por retroalimentacién en la
via Wnt (Lustig, Jerchow et al. 2002).

En nuestro modeko de CPH, fluoxetina incrementa Axin-1 a las 16 h mientras que el
incremento de (-catenina, aunque pequefio, se produce a las 4 h, y podria justificar el incremento
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de Axin-1 a las 16 h como regulador de los niveles de -catenina, pero en el Hp el gran incremento
de Axin-2 ocurre a los 7 dias sin cambios en 3-catenina, por tanto, ademas de su papel regulador de
[-catenina, se intuye Axin cumple otras funciones.

Recientes evidencias postulan un papel de Axina como un scaffold que cordina la proliferacién
y la diferenciacién de progenitores neuronales durante el desarrollo del cerebro (Fang et al., 2013).
Por tanto, seria interesante estudiar los mecanismos por los que Axin-1 regula la proliferacién y
diferenciacion de células progenitoras neuronales en adulto y si el incremento de Axina eleva la
neurogénesis en adulto. También se ha postulado que Axin-2 podria ser util como diana terapeutica
para acelerar la diferenciacién de oligodendrocitos inmaduros {Fancy, 2011 #2769}. En este
contexto, el importante incremento de Axin-Z en HP podria estar implicado en procesos de
diferenciacion celular, aunque no hayamos detectado proliferacion.

1.2 Ctnnb1 (B-catenina)

El aumento de la B-catenina en la zona SGZ del Hp, se correlaciona con la activacién de la via
canodnica de Wnt/B-catenina, y se asocia a un aumento en la proliferacién y un comportamiento
antidepresivo-like tras tratamiento antidepresivo (Mostany, Valdizan et al. 2008; Garza, Guo et al.
2012; Pascual-Brazo, Castro et al. 2012). Varios tratamientos antidepresivos aumentan la proteina
[-catenina y el ARNm en la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo, como el ECS
{Madsen, 2003 #3320}, ADs como la venlafaxina croénica o el RS 67333 subagudo {Mostany, 2008
#3312;Pascual-Brazo, 2012 #3314} o los estabilizadores del animo como el litio {Wexler, 2008
#3321}. Los ratones transgénicos que sobre-expresan (3-catenina en cerebro mostraron un estado
de 4nimo estable similar al efecto observado tras la administracion de litio (Gould, Einat et al.
2007).

Por otro lado, la administracién de fluoxetina en combinacién con antagonistas de receptores
5-HT2s, muestran un aumento del nivel de expresiéon de B-catenina en el hipocampo, este
incremento se asocid a la fraccion de membrana, pero no a la nuclear y se relaciono con una
ausencia en el incremento de la proliferacion de células del hipocampo (Pilar-Cuellar, Vidal et al.
2012). Estos cambios de [-catenina aparecen en paralelo a un aumento de los niveles de N-
cadherina, lo que indica una mayor participacién de 3-catenina en su papel de adhesion celular que
en el papel de la proliferacion celular, mejorando la plasticidad sindptica (Pilar-Cuellar, Vidal et al.
2012).

En nuestros resultados, la fluoxetina produce un leve incremento de los niveles de Ctnnb1 en
CPH a las 4 horas, cuando la proliferacion celular vuelve a niveles normales, por lo que el
incremento de (-catenina podria estar relacionado con cambios en plasticidad que no hemos
valorado en nuestro estudio.

En el hipocampo, observamos que el tratamiento de las rodajas de cerebro con 1uM de
fluoxetina no modifica significativamente la expresiéon de Ctnnb1 para ninguno de los tiempos
estudiados, otros autores (pero no todos) han mostrado un aumenta de la expresiéon de (-catenina
en el hipocampo tras el tratamiento crénico con citalopram o fluoxetina (Liu, Dang et al. 2012).
Diferencias en la dosis o el tiempo de tratamiento con el antidepresivo pueden ser responsables de
estas discrepancias

En corteza, nuestros resultados muestran que el tratamiento con 1uM de fluoxetina produce
un incremento de la expresion de Ctnnb1 sélo tras 7 dias de tratamiento. En la bibliografia se han
realizado experimentos similares que no encuentran cambios en la expresiéon de -catenina en la
corteza prefrontal tras tratamiento crénico con imipramina antidepresivo triciclicos, o fluoxetina.
(Sutton and Rushlow 2011).

1.3 Genes de respuesta rdpida: c-Myc y c-Jun
No hemos encontrado datos de la participacion de c-Myc en la neuroplasticidad o la

neurogénesis, mas alla de su participacion en el ciclo celular. No existen tampoco estudios del papel
de c-Myc en la depresion o en el mecanismo de accidn de los antidepresivos.
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En nuestro estudio, en las CPH, 1uM de fluoxetina incrementa progresivamente el nivel de
expresion de c-Myc desde 1 hora hasta alcanzar el maximo a los 3 dias. El tratamiento de las rodajas
de cerebro con 1 pM de fluoxetina incrementa significativamente la expresion de c-Myc tras 7 dias
de tratamiento, en hipocampo y en corteza.

El control de la proliferacion celular es una de las principales funciones de Myc en la biologia
celular. La mayor parte de los datos muestran que la sobreexpresion de Myc estimula mientras que
su disminucién inhibe, la progresion del ciclo celular. Sin embargo nuestros datos en CPH muestran
un incremento importante en la expresion de c-Myc a todos los tiempos estudiados y el incremento
de la proliferacion celular solo fue observado a 1 hora. En hipocampo no encontramos cambios en
proliferacién y c-Myc incrementa a los 7 dias, por tanto podriamos pensar que la dosis o el tiempo
de estudio fueron insuficientes para ver el efecto proliferativo.

La activacién de genes especificos de B-catenina permite controlar la transcripcién celular y la
regulacion del ciclo celular. Los dos genes c-Myc y ciclina D1, se han estudiado respecto a B-catenina
en células HCT116 co-transfectadas. Se ha demostrado de esta manera que el antigeno T y (-
catenina incrementan de forma individual c-Myc y ciclina D1 {Xia, 1996 #5073}. Nuestros datos no
apoyan un efecto de c-Mycy ciclina D1 dependiente de -catenina.

A pesar del creciente nimero de estudios que relacionan los genes immediatos a funciones
importantes del cerebro, su papel en diversos trastornos neuropsiquiadtricos incluyendo la
esquizofrenia o el trastorno depresivo mayor atin es poco conocido {Todorova, 2003 #5078}.

En las neuronas post mitéticas, c-Myc juega un papel fundamental en la promocién de apoptosis en
respuesta a diversos estimulos {McGahan, 1998 #3572;Nakai, 2000 #3575}. Ademas, c-Myc puede
contribuir a la patogénesis de la esquizofrenia y el trastorno bipolar {Benes, 2006 #3668;]Jarskog, 2007
#3676}, la administracion de metanfetamina, que induce manifestaciones esquizofrénicas en animales,
aumenta la expresion de c-Myc en corteza del raton {Thiriet, 2001 #3685}.

c-Jun estd implicado en numerosas funciones celulares, como la proliferaciéon celular, la
apoptosis, la supervivencia celular y la morfogénesis {Mechta-Grigoriou, 2001 #5074}. La
regulacion transcripcional de genes especificos por c-Jun juegan un papel clave en los mecanismos
moleculares como la plasticidad neuronal, la transmisién sindptica, y la diferenciacién morfologica.
Sin embargo, pocos estudios se han centrado en la implicacién de c-Jun o JNK en la memoria y en la
plasticidad sinaptica en el hipocampo.

Varios antidepresivos, principalmente inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina
(ISRS paroxetina y fluoxetina) y algunos antidepresivos triciclicos (TCAs clomipramina), poseen
actividad apoptotica en lineas celulares neuronales y gliales. Estos cambios apoptéticos fueron
precedidos por aumento rapido en los niveles de c-Jun. (Levkovitz Y, et al 2005).

En nuestro estudio, no encontramos cambios en la expresion de c-Jun tras el tratamiento con
fluoxetina en CPH. El tratamiento de las rodajas de cerebro con 1uM de fluoxetina 1, 3 y 7 dias,
incrementa de forma significativa y tiempo dependiente la expresiéon de c-Jun tanto en el
hipocampo como en la corteza, donde podria participar tanto en procesos de plasticidad sinaptica
como de apoptosis, estos efectos parecen no estar mediados directamente por células proliferativas
dada la ausencia de cambios en las CPH.

De hecho, antidepresivos como la fluoxetina regulan la expresién de JNK {Li, 2014 #5134}.
Otros estabilizadores del estado de &nimo como VPA o Li incrementan los niveles de proteina c-jun.
VPA podria aumentar directamente los niveles de c-Jun mediante el aumento de la expresién del
gen {Asghari, 1998 #5150}.

1.4. Ccnd1

CCND1 es una proteina reguladora clave de la transicién de G1 a la fase S del ciclo
celular en todas las células (Weinberg 1995).

A pesar de su presencia en las neuronas del giro dentado adulto, CCND1 no parece
esencial para la neurogénesis en los adultos, su ablacién tiene poco o ningin efecto sobre la
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proliferacion celular (Fantl, et al 1995; Sicinski, Donaher et al. 1995). La sobreexpresion de
CCND1/cdk4 durante el desarrollo promueve la expansion de progenitores neurales y inhibe
la maduracién de las neuronas, la reduccion de CCND1 tiene el efecto opuesto (Lange, Hiittner
et al 2009). Por lo tanto, el aumento en la expresién de ciclina D1 en el cerebro adulto maduro
amplia el grupo de progenitores neuronales y retrasa su diferenciacién a neuronas maduras.
Alternativamente, CCND1 puede tener funciones independientes de promover la progresién
del ciclo celular en el cerebro, en las células progenitoras diferenciadas, la localizacién
nuclear de CCND1 induce apoptosis, (Sumrejkanchanakij, Tamamori-Adachi et al. 2003).

La bibliografia respecto a la expresién de Ccndl y tratamiento antidepresivos es escasa,
observandose que, el gen promotor del ciclo celular Ccnd1 se upregula por el tratamiento con
sertralina (Anacker, 2014) o fluoxetina (Zusso. et al 2008).

El tratamiento con fluoxetina de las rodajas de cerebro, increment6 la expresion de Ccndl en
el hipocampo a 1, 3 dias y 7 dias de tratamiento, por el contrario, en la corteza sélo se observé un
incremento significativo tras 7 dias de tratamiento con 1 puM de farmaco.

Estudios previos en cultivos de células precursoras neurales derivadas de giro dentado de rata
adulta tratados con dexametasona, utilizado como modelo animal de depresion, disminuye (-
catenina, ciclina D1 y la proliferacion celular {Boku, 2009 #3098}. En nuestro modelo de CPH, la
fluoxetina, incremento de la expresion de B-catenina, a las 4 horas de la administracién del farmaco
y de Ccnd1 alas 16 horas, pero no encontramos cambios en la proliferacion.

1.6. Ppar-y

PPAR-y es importante en la regulacion del desarrollo temprano del cerebro y tras una lesion
cerebral (Katayama 2005). Las células madre neurales aisladas a partir de embriones de ratén
expresan altos niveles de PPAR-y. La supresion de la expresiéon de la proteina PPAR-y reduce
significativa la tasa de crecimiento celular en células madre neural (Katayama 2005). De manera
similar, la activacién de la via de PPAR-y por los agonistas estimul6 la proliferacidn y diferenciacién
de células madre neurales.

En nuestro estudio en las CPH, la fluoxetina incrementd de forma significativa el nivel de
expresion de Ppary desde 1 hora hasta las 16 horas con un maximo a las 4 horas, observandose a
las 72 horas una disminucién de la expresiéon de Ppar-y. El tratamiento de las rodajas de cerebro
con fluoxetina s6lo modificé la expresién de Ppar-y en hipocampo, sin cambios significativos en la
corteza. En el hipocampo, 1 dia de tratamiento con 1 pM de fluoxetina disminuye significativamente
la expresién de Ppary mientras que a los 3 o 7 dias de tratamiento no se modifica de forma
significativa la expresion de Ppary.

No hay muchos datos del efecto de ADs sobre los Ppary, sin embargo la activacion del receptor
PPARY podrian tener efecto antidepresivo, ya que su agonismo inhibe la enzima GSK3f (un posible
mecanismo ADs) en neuronas (Inestrosa et al., 2005).

1.7. Notch1

El tratamiento crénico con fluoxetina activa la via de Notch en el hipocampo aumentando
tanto la expresion de ARNm como de proteina, este efecto sobre Notch se acompafa de un
incremento en la proliferacion y la supervivencia celular que pueden contribuir a incrementar la
neurogenesis en hipocampo inducida por ADs (Yuxiu et al., 2009).

En nuestro modelo, fluoxetina no modifica la expresién de Notch-1 en las CPH ni en la Cx de
los cultivos de rodajas, si observamos incremento, precoz, de Notch-1 en el Hp de acuerdo con los
datos publicados. Estos resultados pueden sugerir que el incremento de Notch-1 no se produce en
las células proliferativas (caso de las CPH) si no en algin otro de los componentes del nicho
ulceroso. La ausencia de cambios en Cx nos podria indicar que fluoxetina modula la participacién de
Notch-1 en neurogénesis mas que en procesos de plasticidad.

El papel especifico de Notch1 en la neurogénesis adulta SVZ no se ha determinado. Notch1 es
necesaria para mantener in vitro la neurogenesis en adulto (Nyfeler et al., 2005). Esta via de
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sefializacion inicialmente inhibe la diferenciacién neuronal determinando al mismo tiempo el
destino de células gliales, y promoviendo la diferenciaciéon de astrocitos, mientras que inhiben la
diferenciacién de neuronas y oligodendrocitos (Grandbarbe et al., 2003).

La participaciéon de Notch en mantener un depoésito de células indiferenciadas y garantizar la
neurogénesis continua durante la vida adulta, su papel en la formacién de dendritas parece estar
restringida a la inmadurez de las neuronas durante el desarrollo, ya que la activaciéon Notch 1 en las
neuronas postmitdticas maduras no tiene ningin efecto sobre la arborizacién dendritica (Dahlhaus
etal 2008).

1.8. Vegf

Algunos estudios han demostrado la colocalizacién del receptor de Vegf, Flk-1 y doblecortina
(un marcador de neuronas inmaduras) estos datos parecen indicar que la via de Vegf participa en la
expansion de los progenitores neuronales intermedios (Jin et al., 2002). La expansion de estas
células es estimulada por diferentes procesos como la actividad del hipocampo, el ejercicio fisico,
las convulsiones, y los farmacos ADs incluida la fluoxetina (Brandt et al., 2003; Encinas et al., 2006;
Jessberger et al,, 2005; Kempermann et al., 2004; Kronenberg et al., 2003).

En nuestro estudio, el tratamiento de las CPH con fluoxetina 1 uM incrementa el nivel de
expresion de Vegfa a partir de las 16 horas hasta las 72 horas, en cerebro no se ha observado
incremento en la expresion de Vegfa en tejido (Hp o Cx) tratado con fluoxetina.

Una cuestion importante es si la proliferaciéon celular mediada por Vegf en el cerebro adulto
es debida a una accién directa de Vegf sobre progenitores neuronales o a una accién indirecta
mediante la estimulacion y liberacion de factores de crecimiento de las células del entorno
(astrocitos o células endoteliales) (Louissaint et al.,, 2002). Los datos de nuestro estudio parecen
indicar que el efecto es directo sobre progenitores celulares ya que observamos un efecto en las
CPH pero no en el Hp o la Cx de cultivos organotipicos de rodajas de cerebro, no podemos descartar
que la baja dosis de fluoxetina utilizada en este estudio se insuficiente para poder ver los efectos en
tejido cerebral.

2.- MODULACION DE GENES POR LA PAROXETINA

La paroxetina es un farmaco antidepresivo, inhibidor selectivo de la recaptacion de
serotonina (ISRS), con efecto ansiolitico. No se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la mejora de la sintomatologia ni en las tasas de respuesta entre fluoxetina y
paroxetina (Cipriani et al., 2007)..

En nuestro estudio, si hemos encontrado diferencias entre los genes modulados por fluoxetina
y paroxetina tanto en CPH como en los cultivos de rodajas de cerebro. Ademas, paroxetina modula
distintos genes en las CPH frente al Hp y la Cx.

En las CPH la paroxetina incrementa tardiamente la expresién de Ctnnbl, c-Jun y Ppary y
durante todo el periodo de tratamiento c-Myc. A diferencia de fluoxetina, no modula Axin1, Cnnd1 ni

Vegfa.

En los cultivos de rodajas de tejido, la paroxetina sélo modifica en el Hp Axin2, c-jun, Notch-1y
Vegfa, en HP y Cx c-Myc y Ppary no son regulados ni en Hp ni en Cx; Axin-1, Ctnnb1 ni Ccnd1

2.1 Axin y Ctnnb1(f-catenina)

Axin no es un gen regulado por paroxetina, en el caso de Axin-1 no se modifica ni en CPH ni en
los cultivos de rodaja de cerebro, en el caso de Axin-2 sd6lo encontramos un leve incremento en el
hipocampo alos 3 y 7 dias de administrar una dosis baja de 1uM de paroxetina. Dada la ausencia de
incremento de Ctnnb1 por paroxetina, seria adecuado pensar que no se precisa el efecto modulador
negativo de Axin-1 sobre los niveles intracelulares de Ctnnb1 en el tratamiento con paroxetina
(Kikuchi, 1999; Lustig, Jerchow et al. 2002).
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Al igual que encontramos con fluoxetina, la paroxetina incrementa la expresién de Axin-2 en el
Hp alos 3 y 7 dias de tratamiento con 1uM de paroxetina, sin cambios en (3-catenina, el incremento
fue mucho menor que el obtenido con fluoxetina. Estos datos, apoyan la hipdtesis postulada con
fluoxetina de que, ademas su papel regulador de (-catenina, otras deben de ser las funciones de
Axin-2, un gen inducible como por ejemplo para coordinar la proliferaciéon y la diferenciacion de
progenitores neuronales en el cerebro (Fang et al,, 2013).

2.2 Genes de respuesta rdpida c-mycy c-jun

En las CPH, el incremento en la expresién de c-myc producido por paroxetina fue maximo a la
hora, manteniéndose los niveles de expresion del gen elevados durante las 72 horas del estudio.
Ambos ISRS (fluoxetina y paroxetina) producen un incremento mantenido en la expresion del gen.
El incremento en la expresion de c-Jun fue tardio a partir de las 16 horas de tratamiento.

En el tejido cerebral, el tratamiento con paroxetina incrementa de forma dosis dependiente la
expresion de c-Myc, en el Hp pero no en la corteza, el incremento obtenido fue similar a 1, 3 y 7 dias
para Hp, en la Cx, el incremento fue mayor tras 7 das con la dosis alta. En el caso de c-Jun, la
paroxetina incrementa su expresion sélo en Hp a partir de los 3 dias de tratamiento

Al igual que ocurre con fluoxetia encontramos una discrepancia entre el efecto proliferativo de
c-Mycy el incremento de su expresion en CPH y rodajas en cultivo, ya que ambos ISRS incrementan
de forma importante la expresion de c-Myc sin un efecto paralelo en la proliferacion celular, que
s6lo se observo en ambos casos en las CPH. Tampoco podemos explicar el incremento de c-Myc
como respuesta a la activacion de -catenina ya que no es modificada por el tratamiento.

No podemos descartar el papel de c-Myc en la apoptosis en respuesta a diversos estimulos en
neuronas post mitéticas {McGahan, 1998 #3572;Nakai, 2000 #3575}. Aunque no hemos visto a los
tiempos estudiados una importante division celular.

c-Jun estd implicado en numerosas funciones celulares, como la proliferaciéon celular, la
apoptosis, la supervivencia celular y la morfogénesis {Mechta-Grigoriou, 2001 #5074}. Se ha
descrito que varios antidepresivos, principalmente inhibidores selectivos de la recaptacién de
serotonina (ISRS La paroxetina y la fluoxetina) y algunos antidepresivos triciclicos (TCAs
clomipramina), poseen actividad apoptdtica en lineas celulares neuronales y gliales. Estos cambios
apoptoéticos fueron precedidos por aumento rapido en los niveles de c-Jun. (Levkovitz Y, et al 2005)
(Differential induction of apoptosis by antidepressants in glioma and neuroblastoma cell lines:
evidence for p-c-Jun, cytochrome c, and caspase-3 involvement.Levkovitz Y1, Gil-Ad I, Zeldich E,
Dayag M, Weizman A.). En nuestro studio, la paroxetina, incrementa débilmente los niveles de c-Jun
en las CPH y en el Hp. Estos datos junto con los obtenidos con Axin-2 podrian indicar que tanto
fluoxetina como paroxetina inducen un efecto apoptoético que contrarresta el efecto proliferativo, lo
que justificaria la ausencia de cambios en la proliferacion.

2.3. Ccnd1

Paroxetina no modifico la expresiéon de Ccndl ni en las CPH, ni en el HP ni en la Cx para
ninguna de las dosis o tiempos estudiados

Otros estudios, encuentran una expresion regulada a la baja de Ccnd1 tras el tratamiento
cronico paroxetina, en hipocampo de rata (McHugh et al., 2008). Diferencias en la via, dosis y
tiempo de administraccién pueden ser responsables de estas diferencias.

2.4. Ppar-y

La paroxetina incrementa la expresién de Ppar-y a las 16 horas en las CPH. El tratamiento de
las rodajas de cerebro incrementa la expresiéon de Ppar-y a dosis altas en el Hp a todos los tiempos
estudiados y en la Cx para todas las dosis y tiempos estudiados. El efecto de paroxetina fue
diferente al observado tras el trtamiento con fluoxetina en el cerebro, fluoxetina inhibe mientras
que paroxetina incrementa la expresion de Ppar-y, esto podria mediar un efecto ADs ya que los
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agonistas de receptor PPARy inhiben la enzima GSK3f (un posible mecanismo ADs) en neuronas
(Inestrosa et al., 2005).

2.5. Notch1 y Vegf

Paroxetina, a diferencia de la fluoxetina, no modifica la expresién de Notch1 ni Vegfen las CPH,
incrementa la expresion de forma dosis dependiente para Notchl y s6lo a dosis altas para Vegf en
Hp pero no en Cx de cultivos organotipicos de rodajas de cerebro.

En nuestro estudio, paroxetina al igual que fluoxetina, incrementan la expresion de Notch1 en
el Hp pero no en la Cx. Otros estudios con tratamiento crénico con fluoxetina encuentran una
activacion la via de Notch en el hipocampo (Yuxiu et al., 2009) efecto Notch que se acompafia de un
incremento en la proliferacién y la supervivencia.

La hipotesis de que el efecto de la fluoxetina sobre el incremento de Notchl no se produce en
las células proliferativas (caso de las CPH) si no en algin otro de los componentes del nicho, junto a
la ausencia de cambios en Cx, se reproducen con la paroxetina, por lo que nos podria indicar que los
ISRS modula la participacion de Notch1 en neurogenesis mas que en procesos de plasticidad. .

Una cuestion importante es si la proliferacion celular mediada por Vegf en el cerebro adulto
es debida a una accién directa de Vegf sobre progenitores neuronales o a una accién indirecta
mediante la estimulacién y liberacién de factores de crecimiento de las células del entorno
(astrocitos o células endoteliales) (Louissaint et al., 2002). Los datos de paroxetina, al contrario de
la fluoxetina, parecen indicar que el efecto es indirecto mediante la estimulacién y liberacién de
factores de crecimiento de las células del entorno ya que observamos un efecto en el Hp pero no en
las CPH o la Cx de cultivos organotipicos de rodajas de cerebro.

3.- MODULACION DE GENES POR LA VENLAFAXINA

Varios estudios doble ciego demuestran una eficacia de la venlafaxina en el tratamiento de la
depresion similar a los antidepresivos triciclicos amitriptilina e imipramina, y es mejor tolerada
que la amitriptilina. Su eficacia es similar o mejor que la sertralina y fluoxetina, dependiendo de los
criterios y escalas de valoracion utilizadas. Las dosis mayores de venlafaxina son mas eficaces, y
mas pacientes alcanzaron la remisién copleta o "mejoraron mucho”. Un metaandlisis que
comparaba la venlafaxina y grupos combinados de ISRS o antidepresivos triciclicos mostré la
superioridad de la venlafaxina. REFERENCIA Juzgado por los mismos criterios, la venlafaxina fue
similar en eficacia al antidepresivo atipico bupropion (Wellbutrin), sin embargo, la tasa de remision
fue significativamente menor para la venlafaxina (Thase et al.,, 2006. En un estudio doble ciego, los
pacientes que no respondieron a un ISRS fueron cambiados a la venlafaxina o al citalopram. Se
observé una mejora similar en ambos grupos (Lenox-Smith et al., 2008).

3.1. Axin y B-catenina

En las CPH la venlafaxina incrementa de forma precoz la expresion de Axin-1 y Axin-2, el
incremento se produce a la hora y se mantiene durante 16 horas y es paralelo al incremento de
Ctnnb1 (B-catenina), por lo que vuelve a ser dificil explicar el incremento de Axin como regulador
negativo de los niveles de (-catenina. En células progenitoras de oligodendrocitos inmaduros, la
manipulacién farmacolégica de los niveles de Axin-2 promueve la diferenciacidon acelerada de los
oligodendrocitos (Fancy, Harrington et al. 2011). Una accién similar sobre la maduracion de las
células neuronales podria ser nediada por venlafaxina a través de Axin-2 en nuestro modelo.

En cultivos organotipicos de cerebro, la venlafaxina modifica de forma significativa, la
expresion de Axin-1 en Hp pero no en Cx. Axin-1 ha demostrado actuar como miembro limitante de
la velocidad de sefializacion de Wnt/B-catenina, su expresion a niveles bajos en comparaciéon con
otros componentes de la via (Lee, Salic et al. 2003) puede sugiere que pequefios cambios en los
niveles de Axin-1 podria tener importantes efectos sobre la actividad de la via de Wnt/[3-catenina.

Ademas, dentro de la via Wnt, Axin-1 puede sufrir un cambio de localizacién desde el
citoplasma a la membrana. De hecho, la proteina LRP5/6 es capaz de reclutar Axinl en la
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membrana con la disminucién de la concentracion de Axin-1 en el citoplasma y el aumento de la
transcripciéon de (-catenina (Tolwinski, Wehrli et al. 2003).

El tratamiento de las rodajas de cerebro con venlafaxina modifica la expresiéon de Axin-2 tanto
en hipocampo como en corteza, con un curso temporal no compatible con que su incremento
responda a una regulacion negativa de los niveles de -catenina.

En relacion a la B-catenina, la venlafaxina produce un incremento importante de Ctnnb1 en las
CPH y en el Hp, el incremento fue menor y a dosis mayores en la Cx. El tratamiento crénico in vivo
en la rata con la venlafaxina (Mostany, Valdizan et al. 2008), aumenta la expresién de -catenina en
el hipocampo, incremento que se correlaciona con la activacién de la via candénica de Wnt/B-
catenina, y se asocia a un aumento en la proliferaciéon y un comportamiento antidepresivo-like
(Mostany, Valdizan et al. 2008). En nuestro estudio, el incremento de B-catenina inducido por
venlafaxina puede asociarse a la activacion de la via candénica de Wnt/f-catenina, y a un aumento
en la proliferacién celular tanto en las CPH como en el Hp.

3.2 Genes de respuesta rdpida c-Myc y c-Jun

En nuestro estudio el tratamiento de las rodajas de cerebro con venlafaxina incrementa la
expresion de c-Myc y c-Jun en Hp y Cx. En el Hp el incremento de la expresién es tiempo
dependiente mientras que en la Cx es dosis dependiente. En las CPH venlafaxina produce un
incremento rapido, breve y escaso en la expresion de c-Mycy c-Jun.

A diferencia de los ISRS como fluoxetina y paroxetina que producen un incremento
importante en la expresion de c-Myc, la venlafaxina produce un incremento en la expresion de c-
Myc, breve, débil y corto sobretodo en CPH. Por el contrario el incremento de expresién producido
por venlafaxina sobre c-Jun o -catenina es mayor que el observado con ISRS. Estos datos parece
indicar que [-catenina y/o c-Jun pero no c-Myc estan implicados en la proliferacién neuronal
inducida por venlafaxina. En CPH el incremento en la proliferacién es paralelo al incremento de c-
Myc.

Tampoco podemos explicar el incrmento de c-Myc o c-Jun como respuesta a la activacion de -
catenina ya que en el tejido, el incremento en la expresion de c-Myc es anterior al incremento de (3-
catenina.

Como se ha comentado para los ISRS, es posible que los farmacos ADs produzcan un efecto
apoptético mediado por el incremento en la expresiéon de c-Jun (Levkovitz Y, et al 2005) que
contribuya a regular la tasa de proliferacion celular o el tipo de células que proliferan.

3.3. Ccnd1 y Ppar-y

En nuestro estudio el tratamiento con venlafaxina incrementa la expresiéon de Ccnd1 en las
CPH, en el Hp y en la Cx, siendo el efecto precoz. Determinados estudios han demostrado que el
tratamiento antidepresivocon sertralina (Anacker 2014) o fluoxetina (Zusso et al ----) upregula la
expresion de Ccndl, nuestros resultados demuestran que otros antidepresivos como los ISRS,
incrementan la expresion de Ccnd1 Tanto en células como en tejido.

A pesar de su presencia en las neuronas del giro dentado adulto, CCND1 no parece esencial
para la neurogénesis en los adultos, su ablacién tiene poco o ninglin efecto sobre la proliferacion
celular (Fantl, et al 1995; Sicinski, Donaher et al. 1995). La sobreexpresién de CCND1/cdk4 durante
el desarrollo promueve la expansién de progenitores neurales y inhibe la maduracién de las
neuronas, la reduccién de CCND1 tiene el efecto opuesto (Lange, Hiittner et al 2009). Por lo tanto, el
efecto de venlafaxina al incrementar la expresion de ciclina D1 en hipocampo puede ser la
ampliacién de los progenitores neuronales, retrasando su diferenciacién a neuronas maduras.

Alternativamente, Ccndl puede tener funciones independientes de promover la
progresién del ciclo celular en el cerebro, en las células progenitoras diferenciadas, la
localizacién nuclear de CCND1 induce apoptosis, (Sumrejkanchanakij, Tamamori-Adachi et al.
2003). Ademas ciclina D1 juega un papel claro en la determinacién de destino neuronal
independiente de su funcién de ciclo celular genera un nicho de importancia biol6gica para las
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actividades de regulacion transcripcionales que se han descubierto de esta proteina reguladora de
multiples funciones (Glickstein, Alexander et al. 2007). No esta clara cual seria la consecuencia del
incremento de Ccnd1 En la corteza, donde los procesos de neurogénesis son escasos, no podemos
descartar que, a través de su actividad transcripcional, ccnd1 regule otras funciones implicadas en
la plasticidad neuronal.

En nuestro estudio, venlafaxina incrementa la expresién de Ppar-y en las CPH de forma similar
a los ISRS, asi como en la Cx de las rodajas de cerebro en cultivo, en el Hp el incremento sélo se
observd a dosis altas y de forma tardia 3 y 7 dias. En Cx, el nivel de expresién fue mayor al obtenido
con los ISRS.

PPAR-y es importante en la regulacion del desarrollo temprano del cerebro y tras lesion
cerebral (Katayama 2005). Las células madre neurales aisladas a partir de embriones de ratén
expresan altos niveles de PPAR-y. La supresion de la expresion de la proteina PPAR-y reduce
significativa la tasa de crecimiento celular en células madre neural (Katayama 2005). De manera
similar, la activacién de la via de PPAR-y por los agonistas estimul6 la proliferacidn y diferenciacién
de células madre neurales. Pese a todos estos efectos sobre la proliferancién, ni los ISRS ni la
venlafaxina incrementan de forma importante la expresién de pPARy en el hipocampo, este efecto
proliferativo podria verse en la CPH, pero con incrementos de Ppary similares por ISRS y
venlafaxina, el efecto proliferativo en las CPH fue mayor tras venlafaxina que con los ISRS.

Seria importante dilucidar el papel de la importante expresion de pPARy inducido por
venlafaxina en la Cx de rodajas de cerebro en cultivo, seria también importante valorar este efecto
sobre la formacion de nuevas sinapsis en la Cx o sobre otros fendmenos plasticos.

3.4. Notch1 y Vegf

En nuestro estudio, el nivel de expresion de Notchl tras el tratamiento con venlafaxina
increment6 de forma tardia en las CPH, no asi en el Hp donde el incremento fue débil pero rapido,
no observamos incremento de la expresion de Notchl en la Cx de los cultivos de rodajas. El efecto
de la venlafaxina sobre Notchl fue similar al observado tras el tratamiento con los ISRS, el
incremento se produce solo en Hp. La sefializacion de Notch parece estar implicada en la
regulacion de identidad de la célula nicho y plasticidad. Un estudio reciente demostré una
importante interaccion entre la sefalizacion del receptor de EGF y Notch en el mantenimiento de
las células madre y progenitoras neuronales en la SVZ adulto.

Por lo tanto, se requiere la sefializacién de Notch para mantener un depésito de células
indiferenciadas y garantizar la neurogénesis continua durante la vida adulta. El papel de la
sefializacién de Notch en la formacién de dendritas parece estar restringida a la inmadurez de las
neuronas en desarrollo, ya que se demostré que la activacién Notch en las neuronas postmitéticas
maduras no tendrian ningin efecto sobre la arborizacién dendritica (Dahlhaus, Hermans et al.
2008).

Nuestros resultados muestran que la venlafaxina no modifica la expresién de Vegf en las CPH,
pero incrementa de forma importante, dosis y tiempo dependiente y de forma precoz, la expresion
de Vegfen el Hp y la Cx de las rodajas de cerebro en cultivo.

Algunos estudios han demostrado la colocalizaciéon del receptor de Vegf, Flk-1 y la
doblecortina (un marcador de neuronas inmaduras) estos datos parecen indicar que la via de Vegf
participa en la expansién de los progenitores neuronales intermedios (Jin et al., 2002). La
expansion de estas células es estimulada por diferentes procesos que también incrementan la
expresion de Vegf. como el ejercicio fisico, estabilizadores del dnimo como lamotrigina y los
farmacos ADs incluida la fluoxetina (Newton, Collier et al. 2003; Altar, Laeng et al. 2004; Warner-
Schmidt, Madsen et al. 2008 ; E, Burns et al. 2014; Warner-Schmidt, Madsen et al. 2008; Brandt et
al,, 2003; Encinas et al., 2006; Jessberger et al.,, 2005; Kempermann et al., 2004; Kronenberg et al,,
2003). Nuestros resultados en el Hp apoyarian estos datos, sin embargo la ausencia de incremento
en la expresién de Vegf en el cultivo de CPH no apoyaria la participacion de la via Vegf en la
proliferacién en estas células,
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Una cuestion importante es si la proliferacion celular mediada por Vegf en el cerebro adulto
es debida a una accién directa de Vegf sobre progenitores neuronales o a una accién indirecta
mediante la estimulacion y liberacion de factores de crecimiento de las células del entorno
(astrocitos o células endoteliales) (Louissaint et al.,, 2002). Los datos de paroxetina, y venlafaxina,
parecen indicar que el efecto es indirecto mediante la estimulacién y liberacién de factores de
crecimiento de las células del entorno ya que observamos un efecto en el Hp pero no en las CPH.

Finalmente el efecto del incremento de Vegf en la Cx deberia ser sometido a un estudio mas
especifico.

4.- MODULACION DE GENES POR EL RS 67333

Se cree que un incremento de la activacion de los receptores serotonérgicos mediada por los
antidepresivos favorece la activacién de diversas cascadas de sefializacidon intracelulares, que
resultan en un incremento de la expresion génica, sintesis de proteinas y liberacion de BDNF (Altar,
1999). Por otro lado se han observado evidencias de que dos agonistas del receptor 5-HT4 (RS
67333 y prucaloprida) son eficaces en test predictivos de accién antidepresiva tras tres dias de
tratamiento (Lucas et al, 2007; Pascual-Brazo, Castro et al. 2012), ademas de presentar la
capacidad de estimular la frecuencia de descarga de las neuronas serotonérgicas del rafe tras el
tratamiento agudo y croénico (Lucas et al., 2005).

Investigaciones previas en nuestro equipo han demostrado que el tratamiento in vivo durante
tres dias, con agonista parcial del receptor 5-HT4 el RS 67333 induce un incremento de la expresién
del ARNm del BDNF en la regiéon CA3 del hipocampo sin alterar los niveles en el giro dentado o el
area CA1, aunque si se observa una tendencia al incremento en estas ultimas areas (Pascual-Brazo,
Castro et al. 2012). A diferencia de los antidepresivos clasicos, tres dias de tratamiento son
suficientes para inducir un incremento de los niveles de expresiéon del ARNm de BDNF (Vidal et al
2009). Esta regulacion de la sintesis de BDNF podria ser consecuencia de una elevacién en los
niveles de serotonina en el hipocampo tras la administraciéon de RS 67333. En este sentido se ha
descrito mediante técnicas de microdialisis que la administracién por via sistémica del agonista del
receptor 5-HTs renzapride incrementa la liberacidon de serotonina en el hipocampo (Ge y Barnes,
1996). Por otra parte, se ha mostrado que la activacion de receptores 5-HTs localizados en la
corteza cerebral conduce a un incremento de la actividad de las neuronas del rafe (Lucas et al,
2005).

Este mecanismo podria aplicarse igualmente a los efectos de los antidepresivos clasicos por el
bloqueo del transportador de serotonina, aunque en este caso el efecto “neurotréfico” dependiente
del aumento de los niveles extracelulares de serotonina no seria evidente hasta pasadas dos o tres
semanas. En linea con estos resultados, un estudio mas reciente (Tamburella et al,, 2009) llevado a
cabo con otro agonista parcial 5-HT4 como es el SL. 65.0155, muestra que su administracién aguda
disminuye el tiempo de inmovilidad en el test de la natacién forzada (FST) ademads de incrementar
la expresion de BDNF y pCREB, reforzando asi la hipo6tesis propuesta por Lucas et al., (2007) que
sugiere que los agonistas parciales del receptor 5-HT4+ podrian ejercer efectos antidepresivos de
forma precoz.

Nuestro grupo ha demostrado que la administracion durante tres dias de RS 67333 también
es suficiente para activar otras vias de sefalizacion reguladoras de neuroplasticidad: asi, se ha
observado que el aumento en la neurogénesis hipocampal inducida por este protocolo de
administracién se acompafia de un incremento significativo de la expresién de [3-catenina, una
proteina claramente implicada en las respuestas neuroproliferativas de los antidepresivos
clasicos(Pascual-Brazo, Castro et al. 2012). Ademds este incremento tiene lugar en células
progenitoras hipocampales. Todo ello refuerza la capacidad del estimulo subcrdnico de los
receptores 5-HT4+ para promover los cambos neuroplasticos que se han descrito para los
antidepresivos clasicos tras varias semanas de tratamiento.

4.1. Axin y B-catenina
Axin es un modulador negativo de la via canénica de Wnt (Kikuchi, 1999; Lustig, Jerchow et al.

2002). Axinl de forma constitutiva y Axin-2 de forma inducible (Lustig, Jerchow et al. 2002)
mantienen bajos niveles de [B-catenina citoplasmica ayudando a su degradacién mediante la
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fosforilacion dependiente de GSK3f que marca (-catenina para ser degradada en el protosoma,
reduccion de la cantidad de [-catenina disponible para la activacién transcripcional (Sakanaka,
Weiss et al. 1998). Estudios recientes han encontrado que Axinl afecta a la sefializaciéon no sélo de
[-catenina, sino que también ejerce una funcién en la regulacion de las vias SAPK/JNK, TGFf, p53 y
c-myc {Arnold, 2009 #2457;Salahshor, 2005 #2455}. Axin1 regula diferencialmente estas vias
mediante la formacién de diferentes complejos de proteinas.

En nuestras células provenientes de cultivo primario de hipocampo el tratamiento con RS
67333 incrementa el nivel de expresion del gen de forma aguda a 1 hora de tratamiento de manera
significativa luego desciende a lo largo del tiempo hasta las 16 horas de tratamiento. En tejido
proveniente de cultivos organotipicos tanto en hipocampo como en corteza el tratamiento con la
dosis mas elevada de fArmaco incrementa el nivel de expresién de manera tiempo dependiente de
igual manera en ambas estructuras.

El incremento de expresién de Axin-1 y 2 ha sido mas marcado con venlafaxina y Rs 67333
que con los ISRS, tanto en CPH como en tejido de Hp y Cx (sobretodo tras RS 67333). En el caso de
los ISRS no puede postularse que Axin incrementa su expresion de forma secundaria al incremento
de B-catenina para regular sus niveles, por el contrario, tras tratamiento con velafaxina y Rs 67333
y sobretodo en CPH, pero no en el tejido, el mayor incremento de Axin si podria ser secundario al
incremento de (3-catenina

En nuestro caso el tratamiento de CPH con RS 67333 modula un rapido aumento de la
expresion del gen de B-catenina desde 1 hora y durante las primeras 16 horas de tratamiento,
siendo mas fuerte durante la primera hora de exposicidn al farmaco. En tejido, tanto en hipocampo
como en corteza el incremento del nivel de expresion del gen se observa a los 3 dias siendo mayor
el incremento en el Hp que en la Cx.

En el caso de [-catenina por tanto, podriamos sugerir que los ISRS (fundamentalmente
fluoxetina) incrementan su expresion s6lo en CPH siendo el efecto intermedio en el tiempo, Por el
contrario, venlafaxina y Rs 67333 incrementan de forma importante su expresion tanto en CPH
como en tejido siendo el efecto mas rapido en las CPH donde el incremento se observa ya desde la
primera hora. En el tejido tanto venlafaxina como Rs 67333 incrementan la expresion de (3-catenina
a los 3 dias de tratamiento en el Hp como en Cx para Axin 1 tanto con venlafaxina como con RS
67333 pero la intensidad del efecto es mayor con venlafaxina que con Rs 67333. De forma paralela,
el estudio de la expresiéon de [B-catenina proteina muestra que los ISRS como fluoxetina y
paroxetina no modifican el nivel de expresién de la proteina en CPH, por el contrario venlafaxina y
RS 67333 producen un incremento importante de la expresién de la proteina en las CPH. El nivel de
expresion en nuestro modelo de tejido no pudo realizarse por el bajo grado de expresién de la
proteina.

Por tanto podriamos sugerir que, de todos los ADs estudiados la venlafaxina ees el f-armaco
que miias incrementa la expresion de -catenina

4.2 Los IEGs (genes tempranos inmediatos) c-mycy c-jun

El tratamiento con RS 67333 produce un patrén de expresion de c-Myc y c-Jun similar al
observado con fluoxetina tanto en las CPH como en las rodajas de cerebro, aunque el nivel de
expresion alcanzado tras el tratamiento con RS 67333 fue mucho mayor que el observado con
venlafaxina tanto para c-Myc como para c-Jun en el Hp y en la Cx.

El incremento en la expresion de c-myc y c-jun fue paralelo al incremento de la proliferacion
celular tanto en las CPH como en los cultivos de rodajas de cerebro para los distintos ADs
estudiados. De hecho estos genes tempranos inmediatos, en nuestro caso c-Myc pueden
considerarse un buen candidatos para el estudio de las etapas iniciales del crecimiento neuronal y
posiblemente de la plasticidad sindptica (Abraham 1991), ya que se cree que desencadenan
cascadas de expresion génica neuronal que conducen a eventos plasticos en las neuronas.
(Abraham 1991). El papel de c-Myc en el inicio y progresion del ciclo celular, se refleja en el grado
de proliferacion tanto en las CPH como en el GD del hipocampo, el aumento de c-Myc en la Cx
inducido por todos lo ADs aunque a distinto nivel, puede reflejar otro tipo de eventos plasticos
como formacién de dendritas o botones sinapticos que no incluyen la proliferacién celular.
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4.3. Ccnd1 y PPAR-y

En las CPH el tratamiento con RS67333 produce un leve incremento del nivel de expresion
Ccnd1 a las 4 horas, efecto similar al observado con el tratamiento con venlafaxina pero no con los
ISRS. En el tejido, el RS 67 333 incrementa de forma precoz la expresidon de Ccnd1, siendo el efecto
mayor en el Hp que en la Cx a diferencia de venlafaxina o fluoxetina que producen un incremento
mayor en la Cx o la paroxetina que no modifica la expresiéon de ccndl en el tejido. . Estas regiones
son conocidas por ser sitios de neurogénesis en el cerebro adulto; alternativamente, CCND1 puede
tener funciones independientes de promover la progresién del ciclo celular en el cerebro.

Ademas del incremento en la expresidon de Ccnd1 por sertralina (Anacker 2014) y fluoxetina
(Zusso. et al 2008)., nuestro estudio demuestra que otros ADs como venlafaxina, el RS 67333 y
en menor grado la paroxetina, tambien upregula la expresiéon de Ccnd1. Es importante destacar
las diferencias en el tiempo, intensidad y localizacion del incremento de ccndl, estas diferencias
posiblemte estén implicada tanto en los genes cuya trascripcion da lugar al incremento de ccnd1 o
los genes a los que ccnd1 da lugar a una modulacién de la transcripcidn, ademas no hay que olvidar
que las diferencias en la localizacién de Ccnd1 seran importantes para los procesos funcionales
regulados, asi el incrmento de Ccndl en la Cx, una zona con esasa capacidad neurogenética, no
estara implicada en la iniciacion y proceso del ciclo celular, como puede ocurrir en el Hp y las CPH,
pero puede participar en otros procesos plasticos.

Varios datos han contribuido a la implicaciéon de los agonistas Ppary en la depresion, su
expresion en Hp, el incremento, por sus agonistas, en la proliferacién y diferenciacién de células
madre neurales; el efecto antiinflamatorio conocido el componente inflamatorio en la depresiéon
existe (Maes, 1995) y la inhibe la enzima GSK3f (un posible mecanismo ADs) en neuronas por los
agonistas de receptor PPARYy (Inestrosa et al., 2005). La supresion de la expresion de la proteina
PPAR-y reduce significativa la tasa de crecimiento celular en células madre neural (Katayama
2005).

En nuestro modelo de CPH, el tratamiento con RS 67333 incrementa la expresion del gen al
inicio del tratamiento pero disminuye su expresion a partir de las 24 horas. En Is cultivos de rodaja
de cerebo, el RS 67333 disminuye la expresion del gen tanto en Hp como en Cx a los 3 dias de
tratamiento, en la corteza, 1 dia de tratamiento con RS 67333 produce un leve incremento en la
expresion de PPAR-y.

El descenso en la expresiéon de Ppary tras el tratamiento con Rs 76333 se acompafia de un
descenso significativo de la actividad transcripcional de Ppary en extractos nucleares del
hipocampo de las rodajas de cerebro en cultivo.

Dados nuestros conocimientos actuales, es dificil explicar el papel de la inhibicién de la
expresion de Ppary en el importante efecto proliferativo de este farmaco.

4.4. Notch1 y Vegf

En CPH RS 67333 produce un incremento tardio (a partir de las 24 h) en la expresion de
Notch-1. En las rodajas de cerebro en cultivo, Rs67333 incrementa la expresion del gen de forma
precoz en intensa en el Hp siendo este nivel de expresiéon mayor al observado con venlafaxina. En
corteza RS 67 333 incrementa el nivel de expresién de Notch-1 de forma tardia y mas leve.

La senalizacién de Notch también estd implicada en la regulacién neurogénesis. Notch esta
implicado en el mantenimiento de las células madre y progenitoras neuronales en la SVZ adulto.
Que permite mantener un depdsito de células indiferenciadas que garantiza la neurogénesis
continua durante la vida adulta. El papel de la sefializacién de Notch1 en la formacién de dendritas
parece estar restringida a la inmadurez de las neuronas en desarrollo, ya que se demostré que la
activaciéon Notch 1 en las neuronas postmitdticas maduras no tendrian ningin efecto sobre la
arborizacién dendritica (Dahlhaus et al 2008). El mantenimiento de un depdsito de células
indiferenciadas inducido por Notch-1, puede contribuir, dado el efecto de RS 67333 sobre este gen,
a que RS 67333 pueda producir una mayor tasa de proliferacion celular que otros farmacos como la
venlafaxina con un efecto menor y mas tardio sobre Notch-1.
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Ademas de sus propiedades angiogénicas y neuroprotectoras, el Vegf estd implicado en la
neurogénesis adulta, promoviendo la proliferacién y la diferenciaciéon de precursores neuronales
(Louissaint A Jr et al 2002). Ademas, se ha demostrado que la administracion
intracerebroventricular de Vefg estimula la neurogénesis en adultos en la zona subventricular y
subgranular del giro dentado del hipocampo (Jin K et al 2002) y promueve el subsiguiente
crecimiento de neuritas (Khaibullina et al 2004).

En las CPH RS 67333 induce un leve y precoz incremento de Vegf. En las rodajas de cerebro en
cultivo, RS67333 incrementa la expresion de Vegf de forma precoz e intensa sobre todo a dosis altas
en el Hp y en la Cx. Efecto similar al observado con venlafaxina.

Nuestros resultados demuestran un perfil diferenciado de la expresion entre venlafaxina y RS
67333 respecto a vias asociadas a cambios de tipo neuroplastico/neuroproliferativo: venlafaxina
incrementa mas la expresion del mRNA de una gran parte de los genes implicados en la via de
Wnt/B-catenina mientras que RS67333 aumenta mas la expresién de los genes como Ccnd1, Notch1
o Vegf. Esta regulacién fArmaco-dependiente de la neuroplasticidad puede explicar las diferencias
temporales existentes en la neurogénesis y en el inicio de la accién antidepresiva-like en modelos
animales de RS 67333.

5.- IMPLICACION DE SNP DE LA ViA WNT/B-CATENINA EN LA ETIPATOGENIA DEL
ADEPRESION

La via de sefalizacion Wnt/B-catenina juega un rol central en los procesos de diferenciaciéon
celular asi como en el control de la expresion génica durante el desarrollo y en la vida adulta. Es una
via tremendamente conservada en la evolucidn, lo que muestra la importancia funcional de la
misma. Dada la reciente implicacién de la via de sefializaciéon y algunas de sus proteinas (-
catenina, GSL3f3) en la depresién y en el efecto de los farmacos ADS, hemos seleccionado diferentes
SNPs pertenecientes a genes que codifican proteinas de esta via de sefializacién en busqueda de
una posible asociacién entre alteraciones genéticas en estas proteinas y pacientes con alteraciones
del animo.

A pesar de que los intrones abarcan el 90% de la secuencia de un gen, la mayoria de las
mutaciones conocidas estan situadas en secuencias exoOnicas. Sin embargo, ha aumentado el
numero de nuevas variantes patoldgicas situadas en intrones. Recientemente, muchas mutaciones
relacionadas con alguin tipo de enfermedad se han asociado a procesos de splicing (empalme)
erroneos. La mayor parte de las mutaciones que de este tipo irrumpen en sitios altamente
conservados (GT/AG) del exon-intron. El empalme alternartivo es un mecanismo dominante que
enriquece la diversidad proteomica, regulando el desarrollo, y la especificida de cada tejido,
produciendo varias transcripciones partiendo de un gen original (Wang y Martin, 2006).

5.1. AKT1

Los SNP estudiados del gen AKT1 han sido el rs1130214 cuyo alelo T presenta efecto
protector al trastorno bipolar en varones y el rs1130233 cuyo alelo G aumenta el riesgo trastorno
bipolar en mujeres y de depresion mayor en varones.

No hemos encontrado datos en la bibliografia que estudien la relaciéon de estos SNP y la
depresion, sin embargo, el alelo T del SNP rs1130214 y el alelo G del SNP rs1130233 se han
asociado con el desarrollo de esquizofrenia cuando se forma el haplotipo T-C-G de los SNPs
rs1130214, rs3730358 yrs1130233 del gen Emamian et al (2004)

Recientemente, {Thiselton, 2008 #103} se sugiri6 que el efecto potencial del SNP
(rs1130214) es debido a su posicidn en una region promotora susceptible de modificar la expresion
del gen. El alelo T se encuentra dentro de un grupo de sitios potencialmente funcionales de unién
de STAT3 y podria abolir una secuencia consenso para un sitio de unién de factor de transcripcién,
y potencialmente modificar la expresion de AKT1{Park, 2005 #107}.

Aunque se ha descrito que el alelo A del rs1130233 localizado en el exén 11 y que causa una
mutacién no sinénima en la expresiéon AKT1 se asocia a deterioro cognitivo, reduccién de volumen
de materia gris, reduccién de la expresiéon de AKT1 en los linfocitos y finalmente con riesgo de
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SCZ {Tan, 2008 #95}, En nuestro estudio es el alelo G el asociado a un mayor rieso de trastorno
bipolar o depresién mayor.

5.2. APC

Las mutaciones de APC se ha demostrado que estdn asociadas con algunos trastornos
psiquiatricos, incluyendo la esquizofrenia, el retraso mental, y el trastorno del espectro autista {Cui,
2005 #1237;Finch, 2005 #1238;Heald, 2007 #1239;Zhou, 2007 #1247}.

Los SNP rs454886, rs13167522, y rs17290456 fueron seleccionados porque mostraron
asociacion con patologias asociadas al incremento de proliferacion celular como el cancer de mama
en mujeres {Wang, 2008 #1537}. En nuestro estudio no se ha encontrado asociacién entre el SNP
rs454886 t los trastornos del &nimo pero encontramos una tendencia a asociar el alelo C de los
SNPs rs13167522, y rs17290456 a un efecto protector al trastorno bipolar en mujeres y una
tendencia a la asociacién del alelo C del SNP rs13167522 a la depresién mayor en varones.

5.3. AXIN

Debido a la importancia que la activacién de la via de sefializacion de Wnt posee en varios
tipos de carcinoma, se hipotetiz6 que el gen AXIN1 podria encontrarse mutado y ser responsable de
su activacion. AXIN1, codifica la proteina Axina-1 parte integrante del complejo de destrucién de 3-
catenina, con una elevada frecuencia de mutaciones (81,8%) {Kurihara, 2004 #1472}.

En un GWAS (PGC) llevado a cabo el Consorcio Psiquidtrico GWAS (PGC) que reunificaba 9
estudios GWAS en depresion mayor, incluyé 9.240 casos y 9.519 controles MDD todos de
ascendencia europea con datos sobre ~ 1.2M SNPs, {Ripke, 2013 #1570} dentro de los genes
estudiados, se incluyeron AXIN1 y de AXIN2 no se han encontrado asociaciones significativa entre
SNP en AXIN y la depresion, no se incuyeron en el estudio los SNPs valorados en nuestro estudio .

En el caso de AXIN2, cinco SNPs entre ellos los dos seleccionados en nuestro estudio,
rs7210356, rs4791171, rs11079571, rs3923087 y rs3923086 se asociaron con un mayor riesgo de
cancer de mama{Wang, 2008 #1537}

5.3.1.- AXIN1-rs214250-

En nuestro estudio no observamos asociacion entre los alelos de este SNP y las alteraciones
del 4nimo estudiadas.

5.3.2. AXIN2-rs7210356, rs3923086-

En nuestro estudio, s6lo el alelo G del SNP rs3923086 se asocia a un incremento de riesgo de
depresién en varones.

En definitiva y a pesar del bajo nimero de SNPs estudiados parece existir una relaciéon clara
entre alteraciones génicas en el gen de AXIN (tanto AXIN-1 como AXIN2) y las alteraciones en el
estado del dnimo, en nuestro estudio no podemos concluir si factores ambientales influyen en el
efecto de estos SNPs

5.4. CTNNB1

Las mutaciones patogénicas que aparecen en el gen CTNNB1, localizado en el locus 3p21y que
codifica B-catenina, modifican los residuos de serina y treonina o los residuos adyacentes de su
dominioregulador, codificados por el ex6n 3. De esta manera, se ve afectada su unién al complejo de
degradaciéon, aumentando la acumulacién de la proteina en el citoplasma {Gumbiner, 1995
#1574;0rford, 1997 #1860}, lo que produce una mayor translocaciéon hacia el nucleo. En esta
localizacion es donde ejerce su funciéon transcriptora, facilitindose la sobreexpresién génica que
aumenta la proliferaciéon celular y el crecimiento de la célula, desempefnando un importante papel
en la formacién de varios tipos de tumores{Gumbiner, 1995 #1574}.
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La gran mayoria de mutaciones registradas en el gen CTNNB1 son heterocigotas, de tipo
“missense” y se localizan en el exon 3. Estas alteraciones estan involucradas en la patogénesis de
multitud de tumores. No obstante, muchos estudios inmunohistoquimicos de (-catenina, muestran
patrones alterados de localizacidon de la proteina en el compartimento citoplasmatico que no se
relacionan con las mutaciones encontradas en esta region {Kobayashi, 1999 #1864;Machin, 2002
#1866;Palacios, 1998 #1865}. Teniendo en cuenta que los genes regulados por (-catenina, son
genes de proliferacién en células con capacidad de division, se han estudiado ampliamente por su
implicacién directa principalemente en algunos tipos de cancer.

Con respecto a patologias psiquiatricas se seleccionaron SNPs de [-catenina, entre ellos las
variantes genéticas incluidas en este trabajo, como integrantes de un locus con susceptibilidad para
trastorno bipolar (Large-scale genome-wide association analysis of bipolar disorder identifies a new
susceptibility locus near ODZ4. Nat Genet, 2011). En nuestro estudio en varones con diagnéstico de
Trastorno Depresivo y Trastorno depresivo Grave se observa genotipo protector en los pacientes
heterocigéticos para los SNPs: rs 2140090, rs3864004, rs3915129, rs6776881, rs4533622 y
rs13075993. Para el subgrupo de las mujeres solo encontramos una tendencia al incremento de
riesgo de depresidn con el alelo dominate A del SNP rs3774369. Estos SNPs podian modificar la
unién de B-catenina al complejo de degradacién, aumentando la acumulacién de la proteina en el
citoplasma y su translocacién al nucleo (Gumbiner., 1995; Orford et el., 1997), facilitindose la
sobreexpresion de genes implicados en procesos de proliferacion celular u otros procesos plasticos
que protegerian del trastorno del &nimo5.5. DAAM2 FZD3

Teniendo en cuenta que DAAM2 se ha descrito como alterado en pacientes psicéticos
estudiamos dos SNPs que cubrieron los criterios de selecciéon para este gen: rs3004067 y
rs6937133 {Kuzman, 2009 #2038} no observamosninguna asciacién en nuestras poblaciones entre
los SNP de DAAM2 y las patologias estudiadas.

5.6. DKK4

DKK4 codifica una proteina de la familia Dickkopf. Varias proteinas que se encuentran en el
cromosoma 8p, entre ellos DKK4Que ha sido asociada a trastornos neuropsiquiatricos y otras
enfermedades humanas graves, como el cancer. Aunque el cromosoma 8p no mostré asociaciéon en
estudios de exploracion de todo el genoma en esquizofrenia y trastorno bipolar. En la depresién
mayor, dos estudios de ligamiento de todo el genoma en muestras de familias de pacientes con un
indice de dos o mas casos de aparicién temprana de depresién mayor, se encontro una asociacién
positiva entre un historial de intentos de suicidio y varias regiones cromosé6micas, entre ellas en
8p11.2-p11.1 -DKK4-(D8S1145, 37,0 cm, 18,2 Mbps, P <0.0001; {Zubenko, 2003 #2055;Zubenko,
2004 #2054}. Un estudio de asociacion de 28 genes de sefializacion de la via Wnt/ -catenina ha
descrito que la variacién polimérfica en el gen DKK4 (DKK4) presenta asociacién con esquizofrenia
(Proitsi, P., et al., 2008).

Curiosamente, el SNP, 1rs2073665 de DKK4 se encontr6 que estaba asociado
significativamente con el volumen del cerebro en 961 individuos esquizofrénicos vs sanos {Zhang,
2011 #2080}, fortaleciéndose asi la evidencia para una hipotesis del neurodesarrollo en la
esquizofrenia.

En nuestro estudio el SNP rs2073665 presento asociacién con incremento del riesgo de
padecer Trastorno Depresivo y Trastorno Distimico en nujeres portadoras del alelo T.

5.7. FZD3

Por otra parte, también se examind la posible asociacién entre el gen FZD3 con trastornos de
humor, esquizofrenia y trastornos del estado de dnimo, patologias que pueden compartir la
vulnerabilidad genética {Berrettini, 2003 #2427}. Basdndonos en estos indicios se selecciono el
SNP rs352203 que mostré un potente factor protector de psicosis que en un studio de genotipado
masivo {Kishimoto, 2008 #2442}. En nuestro caso ese efecto protector se observa entre el alelo T
del SNP y los individuos diagnosticados de Trastorno Bipolar.
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5.8. GSK3p

En nuestro studio, el alelo G del SNP rs12630592 y el alelo A del SNP rs6438552 se asocian a
un mayor riesgo de trastorno depresivo y depresién mayor en varones.

The intronic SNP rs12630592 in GSK-3B gene regulate splicing, possibly triggering
mechanisms of mRNA surveillance, thus affecting the abundance of the total transcript. In
nonpsychiatric TT subjects, the SNP exhibited reduced GSK-38 mRNA, GSK-3f8 protein expression
and Ser-9 phosphorylation in healthy subjects and in lymphocytes and postmortem prefrontal
cortex of individuals with schizophrenia (Blasi et al. 2013).

In Parkinson disease, the A allele of rs6438552 is associated with increased levels of GSK-3f3
lacking exons 9+11 and 11, which correlated with GSK-3f active state and more phosphorylation of
Tau target {Kwok, 2005 #1}. Our study has concordance with these statements, but the allele
associated to increase GSK33 exonA9+11 was the G one.

SNP in GSK-3B may have a role in the susceptibility for multiple diseases like depression
diseas. En un studio en nuestro grupo en que los homocigotos AA y GG del SNP rs6438552 ( high
risk of MDD), fueron expresado en celulas HeLa, encontramos que cells transfected with el
homocigoto AA presenta high expression of GSK-3f3 exonA9+11, and increase in GSK-3f active
state, more [-catenin phosphorylated una disminucién de citosolic $-catenin vs transfected HeLa
with the GG genotype.

Several lines of evidence indicate that GSK-3B is a good candidate molecule for MDD
susceptibility and antidepressant therapeutic effect. However, to date, not all studies have found
SNP of GSK-3 to be associated with MDD itself. The different SNPs selection, sample size or ethic of
the population could be responsible of those differences. {Caspi, 2003 #6}; Tsai, et al. 2008; Inkster
et al,, 2009; Zhang et al. 2010). Our result show a increase risk od MDD associated with the GA
allele of rs6438552 in GSK-3p. Then rs643855 is associated with effects on GSK-3[3 expression and
phosphorylation, which also affect downstream signaling of gene expression with possible effect on
the neuronal function of relevance to MDD or antidepressant treatment.

5.9. WNT

Las proteinas Wnt son una familia de moléculas que localmente activan vias de sefalizacidn,
que regulan el destino celular y juegan un papel importante en malformaciones durante el
desarrollo y ha sido postulada su participacién en la neuroplasticidad, la supervivencia celular y la
neurogénesis adulta {Nusse, 2005 #2315}. Varias lineas de evidencia sugieren su implicacién en el
trastorno bipolar {Gould, 2002 #2316}.

5.98.1. WNTZ2b

Este gen se encuentra localizado en el cromosoma 1p13.2., y se ha asociado tanto a desarrollo
neuronal como a carcinogénesis humana. En un estudio de genotipado masivo de la via de
sefializacién de Wnt para Trastorno Bipolar, los genes candidatos fueron seleccionados bien por su
elevado nivel de expresion en cerebro o por su localizaciéon en regiones cromos6émicas implicadas
previamiente en el trastorno bipolar por estudios de ligamiento. En este estudio, se detecté una
asociacion positiva entre el trastorno bipolar y los pacientes que tenian un alelo recesivo en el SNP
rs3790606 de WNT2B{Zandi, 2008 #2317}. En nuestro estudio no observandose ninguna relacién
entre el SNP rs3790606 de WNT2B y ninguno de los trastornos estudiados.

5.9.2. WNT3

El SNP rs199494 de WNT3 se selecciono en base a que cumpliera con los criterios como
posible target de asociacion, y porque presenta una asociacién en Parkinson {Liu, 2011 #2333}. En
nuestro estudio, no observamos una asociacién significativa con ninguno de los trastorno del
studio, pero encontramos una tendencia a un efecto protector del alelo G en el trastorno bipolar .
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5.10. ZBED

El gen ZBED3 se encuentra en el cromosoma 5q13.3 y actiia como regulador de la activacion
de la viaWnt/fB-catenina estabilizando [-catenina en el citoplasma. En nuestro estudio no
observamos una asociacién significa del SNP rs2914143 con ninguno de los trastorno del studio,
pero observamos una tendencia al efecto protector a la depresién mayor del alelo G en mujeres y al
trastorno bipolar en el conjunto de la poblacién.

Pese a que el numero de SNP seleccionados para cada gen ha sido bajo, nuestros datos apoyan
una clara implicacién de la via wnt/Bcatenina en la etiopatogenia de los tras del 4nimo incluida la
depresion y el trastorno bipolar, incluyendo una alteracién en la funcionalidad de GSK:f similar a la
encontrada en modelos animales de depresion para el SNP rs6438552.
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En lo relativo al Estudio de Expresion Génica podemos concluir:

1- A nivel basal la mayoria de los genes estudiados se expresan de forma similar en las CPH
como en el tejido de rodajas de cerebro (Hp y Cx), salvo Ccnd1 que se expresa de manera marcada
en tejido y B-catenina que lo hace dos veces mas en las CPH.

2- RS 67333 es el farmaco que induce una mayor proliferacion celular tanto en las CPH como
en los cultivos organotipicos, fluoxetina, paroxetina producen un efecto proliferativo débil o
ausente

3- El nivel de expresién de c-Myc es incrementado por todos los ADs y tanto en CPH como en
las rodajas de cerebro en cultivo, independientemente de la dosis o el tiempo de tratamiento.

4- En CPH, los ISRS mostraron un leve incremento de expresién c-Myc ,Ppary, y [-catenina,
fluoxetina increment6 ademas Axin-1, Ccnd1 y Vegf'y paroxetina elevd el nivel de expresion de c-
Jun.

5- En el hipocampo los ISRS incrementan Axin-2, c-Jun, Notch, fluoxetina también incrementa
Ccnd1 y paroxetina incrementa Ppary, y Vegf. En la corteza fluoxetina aumentan f-catenina , c-Juny
Ccnd1 y paroxetina incremento c-Myc y Ppary.

6- La velafaxina en CPH incrementa el nivel de expresion de todos los genes estudiados, salvo
Vegf. En hipocampo incrementa el nivel de expresion de todos los genes estudiados, sobre todo de
B-catenina, Ppary, Notch y Vegf de manera mas tardia. En corteza aumenta el nivel de expresion de
Axin-2, B-catenina, c-Myc, c-Jun, Ccnd1, Pparyy y de forma mas marcada Vegf.

7-RS 67333 en las CPH incrementa Axin-1, Axin-2, B-catenina, c-Myc, Ccnd1, Vegf y mas
tardiamente Notch. En el hipocampo aumenta Axin-1, Ccnd1, de forma mas marcada c-Mycy c-Jun, y
de forma tardia Axin-2 y f-catenina. En corteza, RS 67333 incrementa Axin-1, c-Myc, Ccnd1, de forma
mas marcada Vegf'y de forma tardia Axin-2, c-Jun y Notch.

8- El nivel de expresion de Ppary aumenta tras el tratamiento con ISRS y venlafaxina, pero
disminuye tras el tratamiento con RS 67333. Estos cambios en expresion se correlacionaron con
cambios en la actividad transcripcional de Ppary, asi, la venlafaxina incremento y RS 67333
disminuyo la actividad transcripcional de Ppary en extractos nucleares del hipocampo.

9- En conjunto, nuestros resultados muestran un perfil diferencial de expresién para los
diferentes ADs, observandose aumentos discretos en el nivel expresién de los genes seleccionados
con los ISRS. Venlafaxina incrementa mas y de forma mas temprana la expresién de genes
implicados principalmente con la via de Wnt/fB-catenina, mientras que RS67333 incrementa
incrementa menos y de forma mas tardia la expresion de genes implicados con la via de Wnt/3-
catenina, mientras que incrementa de forma mas temprana y en mayor grado la expresion de genes
implicados las vias de Ccnd1 y Notch.

En lo relativo al Estudio de Genotipado podemos concluir:

1- Para AKT1 El aleloT del SNP rs1130233 incrementa de forma significativa el riesgo de
depresion mayor en varones en el modelo recesivo. Por el contrario, el alelo T del SNP rs1130214
muestra efecto protector al trastorno bipolar en varones tanto en el modelo dominante como en el
recesivo.

2- El alelo G del SNP rs3923086 de AXINZ incrementa de forma significativa el riesgo de
depresion en varones en el modelo codominante y mas clararamente ain en el modelo recesivo.

3- los SNPs: rs 2140090, rs3774369, rs3864004, rs3915129, rs6776881 y rs13075993 de
CTNNBI1 presentan un efecto protector frente a la depresién en varones, el efecto es mayor en el
caso de depresion mayor en el modelo dominante.

4- El alelo T del SNP rs2073665 del gen DKK4, incrementa el riesgo de depresién mayor en el
subgrupo de mujeres en el modelo dominante.

Mecanismos Moleculares Relacionados con la via Wnt/f-catenina en la Enfermedad Psiquidtrica



Verodnica Inés Vargas Conclusiones 191

5- El alelo A del SNPs rs6439552 y el alelo G del SNP rs12630592 de GSK3[3 muestran un
incremento de riesgo de padecer algin tipo de depresion, incluida la depresiéon mayor en el
conjunto de los paciente, tanto en el modelo codominante como para el modelo dominante. Para
ambos SNPs de GSK3f, el incremento del riesgo es mayor en el subgrupo de varones. En el
subgrupo de mujeres no se presenta asociacion de los SNPs de GSK3f elegidos con ninguna de las
patologias estudiadas.

6- El alelo A del SNP rs2914143 del gen ZBED3 muestra un efecto protector en mujeres frente
ala depresiéon mayor en el modelo dominante .
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