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1. Depresion

1.1. Importancia sanitaria y socioeconémica

La civilizacion helénica fue la primera que intrggdérminos como mania y
melancolia. Sin embargo, el significado moderndagemismos solo tiene unos 100
afos; muchos de esos términos usados en psiquiattiayendo neurosis, psicosis,
mania y melancolia cambiaron a inicios del siglo. X4 diagnosis de la depresién
como tal no existi6 hasta esa fecha; asimismo,ed&sdPrimera Guerra Mundial, la
diagnosis de la mania entr6 a formar parte delndistico del trastorno maniaco-

depresivo.

La depresién es una enfermedad neuropsiquiatrire&tesizada por una alteracion
del afecto que sufren cientos de millones de passen todo el mundo. Las previsiones
de la Organizacion Mundial de la Salud en su infosmbre las enfermedades causantes
de discapacidad y bajas laborales indican queglafo 2020 la depresién mayor sera
una de la principales patologias responsables, anclgp el segundo lugar tras las
cardiopatias isquémicas (Kullkarni y Dhir, 2009)eBe desarrollarse a cualquier edad
desde la infancia hasta la vejez, supone un tremendte a la sociedad y, si no es
tratada, puede incluso conducir a la muerte. Laopsitologia de la depresion
comprende una serie de sintomas como el animodibedaianhedonia y la fatiga. Otros
sintomas, como los trastornos del suefio y psicaemtolos sentimientos de
culpabilidad, la baja autoestima, las tendenciascidas y los trastornos
gastrointestinales suelen también estar preselndedepresion no es una enfermedad
homogénea, sino un fendmeno complejo, que compmadlos subtipos y mas de una
etiologia, incluyendo desde una predisposiciomstarnos del animo a depresiones con
diferencias en la intensidad de la sintomatolodésde cuadros ligeros a severos), con
y sin caracteristicas psicoéticas, asi como asocaad#ros trastornos psiquiatricos y
somaticos (Manji y Lenox, 2000).

Los datos hablan de un padecimiento de la deprgmoémarte de un 20% de la

poblacién con una ratio entre sexos de 5:2, siemdcho mas acusado en mujeres que
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hombres. Tipicamente, el cuadro de la enfermedagcesrente, y si bien la mayoria de
pacientes se recuperan de la depresion mayor, ig@damente un 10% contindan
deprimidos después de 10 afos. Entre los paciguiesse recuperan, hay una alta
proporcion de recurrencia, y un 75% vuelve a swinicuadro depresivo en un periodo

de 10 afos.

El suicidio es un riesgo considerable de mortalidedtro de la depresion, entre
un 10 y un 20%, siendo la tasa de suicidios maseditre las edades de 15-24 afios.
Ademas, numerosos estudios han demostrado un#&retattre la depresiéon y aquellos
trastornos cardiovasculares que presentan una lidadancrementada: la depresion
incrementaria el riesgo de desarrollar alteraciaaediacas, en particular relacionadas

con la patologia coronaria.

Otro rasgo muy importante de la depresion es ta @sa de comorbilidad
compartida con otras alteraciones psiquiatricas ngorolégicas. La ansiedad, en
particular, esta muy frecuentemente asociada deraaiones afectivas (Katon y Roy-
Byrne, 1991) también es muy frecuente encontrataepractica clinica el binomio
depresion-dolor cronico (Bair et al., 2003).

1.2. Clasificacion y diagnosis de la depresion

Hoy dia, la esencia del trastorno depresivo magoure cuadro clinico que se
caracteriza por uno o mas episodios de depresi§msan caracteristicas o episodios
maniacos, de acuerdo con el criterio deDaafjnostic and Statistical Manual of Mental
Health, Fourth Edition (DSM-1V)”.Para una diagnosis apropiada, cinco de los nueve
sintomas descritos en el DSM-IV deben estar presede una forma continuada

durante un periodo minimo de dos semanas:

1. Animo deprimido
2. Pérdida de interés o placer

3. Alteracion del peso corporal y/o apetito
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Insomnio o hiposomnia

Alteracién o retardo psicomotor

Fatiga o pérdida de energia

Sentimientos de inutilidad, o falta de valor

Indecisioén, dificultad de concentracion

© 0o N o 0 b

Ideas suicidas.

Historicamente, ha habido mucha controversia sdareclasificacion de la
depresion. Dos conceptos diferentes, el de enfadhek Emil Kraepelin y el de
manifestacion de enojo y decaimiento de Sigmundd-feeron los dos puntos de vista
opuestos al principio del siglo XX. Fue mérito de Bartin Roth el contribuir al
entendimiento de la depresidn, clasificando la featacion clinica de la depresion
(desde ligera a severa) y separandola en dos tdstiubtipos, endégena y reactiva.
Este concepto se usé durante décadas en la ira@étigpsiquiatrica con objeto de
identificar etiolégicamente diferentes subtipos ke enfermedad depresiva. Las
ediciones recientes del DSM-IV, y éhternational Statistical Classification of
Diseases, 10th Revision (ICD-168istinguen los trastornos unipolares (depresides)
los bipolares (maniaco-depresivos).

1.3. Factores de riesgo: ambienteersusgenes

La influencia del estrés cronico y de los evenitaas adversos en el desarrollo y
desencadenamiento de la depresion han estadohestrexcte ligados desde los inicios

de la investigacion de esta enfermedad (Nestlal,62002).

Hay suficientes evidencias en estudios con famit@eelos, y adopciones que
nos permiten afirmar que existen factores genétigoe juegan un papel muy
importante en la etiologia de los trastornos afesti especialmente en trastornos
bipolares, donde la heredabilidad puede llegar mtriboir un 80% a la posible
aparicion de la enfermedad. La herencia de esto®sg@o sigue una genética

mendeliana clasica en la que un gen o un grupcedesgpueden aumentar el riesgo de
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padecer la enfermedad, sino mas bien seria urortnastomplejo, con multitud de
genes que interactdan entre si y/o con una amatiadad de factores ambientales que
incrementarian la probabilidad de padecer la depret/n problema afiadido es que
hay dificultades para establecer un fenotipo abirde la enfermedad. A pesar de ello,
hay estudios prometedores que han identificade@megi en cromosomas relacionados
con trastornos bipolares como pueden ser el £,5.8, 21, y el cromosoma X.

Por su parte, la influencia genética en la depnesiopolar es menos clara que en
la bipolar. Aunque los estudios en gemelos han d&ado una heredabilidad sustancial
de la probabilidad de padecer depresion, los festambientales parecen contribuir
mucho mas a la aparicion de la enfermedad que @eplesion bipolar. Asi pues, se ha
propuesto que existe una tendencia genética miyeidiada por los eventos vitales

adversos para la posible aparicion de la enferm@destler et al., 2002).

El estudio de genes implicados en la depresiomyechquellos que codifican para
diversas proteinas del sistema serotonérgico, @amdos polimorfismos del recaptador
o transportador de serotonina (5-HTT) y de algui®dos receptores serotonérgicos
(Bellivier et al., 1998). Se ha estudiado la pasiasociacién entre la predisposicion
suicida de los enfermos deprimidos y los polimanfis de las siguientes proteinas del
sistema serotonérgico: el transportador de sermo(b-HTT, alelo 5-HTTLPR), el
receptor 5-HTg (G861C), el receptor 5BL (T102C) y el enzima triptéfano hidroxilasa
(THP) de la ruta biosintética de la 5-HT. Alguncstuelios apuntan a una clara
asociacion de la tendencia suicida en deprimidosetgolimorfismo para el 5-HTT
(Du et al., 1999; Anguelova et al., 2003). Otrosudi®s demuestran una mayor
asociacion de la tendencia suicida, de un mayoelnde agresion y de una
neurotransmision serotonérgica deficitaria con po$imorfismos para la TPH pero
ninguna asociaciéon con los polimorfismos para éfiT3- (Arango et al., 2003).
También se ha encontrado una asociacion positiva ehpolimorfismo del 5-HTT y la
respuesta al tratamiento con antidepresivos ISRS fluoxetina) (Min et al, 2009).
Hasta la fecha, no parece haberse encontrado amseadociacion del riesgo de padecer
depresion/suicidio o de la respuesta al tratami@oto los polimorfismos para los
receptores 5-Higy 5HT24 (Arango et al., 2003).
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1.4. Neurobiologia de la depresion: desde la hipdie neuroquimica a la
neurogenética. Utilidad de los modelos animales

A pesar de que la depresion es el trastorno neiguogsico diagnosticado con
mayor frecuencia, todavia no se conocen con detalle bases patogenéticas y
neurobioldgicas (Maniji et al., 2001; Nemeroff, 208@stler et al. 2002) por las que se
produce la enfermedad. La mayor parte del conoaimiprocede del estudio, tanto en
el ser humano como en el animal de experimentad@énas acciones de los farmacos
eficaces en el tratamiento de la depresion, prahcipnte aquellos que modulan los
sistemas de neurotransmision monoaminérgica cér@tulani y Nalepa, 2000; Nutt,
2002; Nemeroff y Owens, 2002). De hecho, es yaoada teoria de la hipofuncion de
estos sistemas monoaminérgicos (teoria monoamiaédg la depresion), en particular
el serotonérgico (5-HT) y el noradrenérgico (NAufBey y Davis, 1965; Schildkraut,
1965; Coppen, 1969). Esta hipétesis estd basaties extciones que los antidepresivos
tienen sobre los niveles cerebrales de estas monasynsobre los cambios inducidos en
la funcionalidad de sus receptores y en los halsaprrespondientes en muestras
postmortem de pacientes deprimidos (Arango et ¥90; Meyer et al., 1999;
Gonzélez-Maeso et al., 2002).

Sin embargo, en los ultimos afios se ha visto quapétesis clasica tiene sus
limitaciones y que la causa ultima de los trasterafectivos es mucho mas compleja
que el simple hecho de una alteracion en la aeciividle los sistemas de
neurotransmision. De hecho cada vez hay mas evateexperimentales que apuntan al
papel que ciertos sistemas de neurotransmisiong arserotonérgico, pueden jugar en
la modulacion de otros sistemas neurobiologicoslicagos en la depresion, en
particular sobre los mecanismos que gobiernan [gersivencia y la plasticidad
neuronal (Duman et al., 1997; Maniji et al. 200TvBhlen et al., 2003).

Por otra parte y desde el punto de vista de lastigacion basica, una de las
principales limitaciones en la comprensién de laroleiologia de la depresion y del
mecanismo de accion intimo de los antidepresivda earencia de modelos animales

capaces de simular la depresidon humana desde pest@s etiolégicos hasta las
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manifestaciones sindromicas que definen este cuadeativo (Willner, 1990;
McKinney y Bunney, 1969; Richardson, 1991) El modeéé¢ la bulbectomia olfatoria
bilateral en la rata, objeto de estudio de esia,tes posiblemente el inico modelo de
lesion del SNC que representa un proceso neurodegem en el que se propone la
existencia de una disfuncién en varios sistemasi@eotransmision, entre ellos el
sistema serotonérgico (Kelly et al., 1997; Song gonard, 2005). Ademas, las
manifestaciones conductuales de este modelo piexlle depresion son revertidas tras
el tratamiento crénico, y no agudo, de una ampidedad de antidepresivos efectivos
en clinica, lo que le confiere una clara validezdjotiva (Song y Leonard, 2005). Estas
caracteristicas lo han hecho tremendamente intéeeada hora de investigar de forma
integrada, valiéndose de herramientas farmacolégmaal es el grado de implicacion
de varios sistemas de neurotransmision en la @@idn entre alteraciones

conductuales, cambios neuroquimicos y consecueneiasbioldgicas.

2. Sistemas de neurotransmision implicados en la m®biologia y el

tratamiento de la depresion

Existen una gran variedad de sistemas de neuroirsios implicados en la
patologia depresiva, como pueden ser la familiandmoaminas (noradrenalina,
adrenalina, dopamina y serotonina), los sistemagamlatérgico y GABAEérgico,
diversos neuropéptidos como la sustancia P, la ¢wwartiberadora de tirosina (TRH) o
la galanina, entre otros. En esta tesis nos henssdraclo en el sistema de
neurotransmision serotonérgica (particularmenteaebportador de serotonina 5-HTT y
los receptores serotonérgicos 54T 5-HT;g y 5-HT,a), por ser el sistema de
neurotransmision mas estudiado tanto en pacieef@stidos como en varios modelos
animales de depresion, ademas de ser la dian&tricgde la mayoria de los farmacos
antidepresivos utilizados actualmente en clinicamBién nos hemos decidido por
estudiar el sistema endocannabinoide (receptor atmmpide CB) tanto por las
multiples evidencias de interrelacion con el sisteserotonérgico como por ser un

sistema de neurotransmision relativamente novedospe podria representar una
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herramienta farmacoldgica prometedora para elniateto de enfermedades como la
depresion.

2.1. Sistema serotonérgico
2.1.1. Sintesis y almacenamiento de serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es unararbiégena compuesta por un
anillo inddlico y una cadena lateral etilamino. Fislada e identificada en el plasma en
1948 por Rapport et al. (1984) y en las célulasnaftnes del intestino en 1952
(Rapport y Virno, 1952).

HO
Qj/\/“'*z
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H

Figura 1. Estructura quimica de la 5-HT

Se sintetiza en las células enterocromafines yagméuronas serotonérgicas del
sistema nervioso central (SNC) pero también selitac@n las plaguetas, donde es
almacenada por un mecanismo de transporte actavaintesis tiene lugar a partir del
aminodacido L-triptéfano de la dieta. Este es captpdr la célula y en su interior es
oxidado en el C5 del anillo inddlico mediante lattifano hidroxilasa, que lo convierte
en 5-hidroxitriptéfano (5-HTTP). Este paso, limi@ande la sintesis de serotonina,
necesita como cofactores oxigeno molecular y taidiEl 5-HTTP sufre la
descarboxilacion de la cadena lateral por la L-addido aroméatico descarboxilasa
(LAAD) y es convertido en 5-hidroxitriptamina. Unaz sintetizada, la serotonina es
almacenada en las vesiculas, estando asi protdgi@mzimas intracelulares como la
MAO, y unida a ATP y cationes divalentes (Flore2azos, 2008).
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2.1.2. Liberacion y metabolizacion de la serotonina

En el SNC la liberacion de la 5-HT se produce etetaninacion nerviosa por
despolarizacién y entrada de calcio i6nico en tanitgal sinaptica. Una parte de la
serotonina liberada actla sobre receptores egpessifiotra difunde al espacio
extracelular y otra es recaptada por la propiaitexaidn nerviosa. La serotonina es
metabolizada primero por la MAO (subtipo A) y pogtenente la enzima aldehido
deshidrogenasa para convertirse en acido 5-hiagwodacético (5-HIIA) que difunde al
espacio extracelular y al liquido cefalorraquide@R). Cada vez es mas frecuente el
hallazgo de células que contienen simultdneamestetanina asi como otros
neurotransmisores o neurorreguladores (sustancibggmina, prostaglandinas, etc.);
su papel, entre otros, podria ser el de moduldibéxacion de serotonina (Florez y
Pazos, 2008)

2.1.3. Las vias serotonérgicas centrales

Los somas de las neuronas serotonérgicas en eleStd@ agrupados en nucleos
localizados en la regiébn medial y paramedial admd del tronco del encéfalo,
formando los denominados nucleos del rafe. A pd#isu distribucion en la rata han
sido numerados de B1 a B9, siendo esta distribugiidilar en otras especies animales

y también en la humana.

Neocaortex
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trigeminal nucleus

Figura 2. Principales vias serotonérgicas que tienen seomg los nicleos del rafe
y sus multiples proyecciones hacia areas cortichfabicas, cerebelo, otros nuicleos
del tronco cerebral y médula espinal.
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Las principales vias serotonérgicas (Flérez y R&2@38) son las siguientes:

a) Via ascendente ventral

Esta originada en los nucleos B6 y B8, que formparte del nucleo ventral
superior, y en el B7 localizado en el nacleo dodsdlrafe. A través del mesencéfalo
emite proyecciones al nucleo interpeduncular y @&ustancia negra, a los nucleos
habenular, talamico medial, parafascicular y dénea media; al hipotalamo lateral,
cuerpo mamilar, los ndcleos caudado-putamen ycar@za cerebral. Por delante del
hipotalamo, la vias ascendente ventral se divideagias proyecciones que llegan a
diversas estructuras del cerebro limbico: a) l&regredptica, el séptum, el tubérculo
olfatorio y la corteza frontal; b) por el asa peclularis, el nucleo de la banda diagonal
de Broca, la amigdala y la corteza entorrinal;l clieleo accumbens y partes anteriores

del caudado y putamen; d) a lo largo del cingudstdnel hipocampo.

b) Via ascendente dorsal

Nace en los siguientes grupos celulares: el B3faymea parte del nicleo magno del
rafe, el B5 en los nucleos pontinos del rafe, B@&l Proyecta hacia la sustancia gris
periacueductal y el area hipotalamica posterioguAbs fibras alcanzan también la
superficie ependimaria de los ventriculos cerebnales plexos coroideos.

c) Via cerebelosa

Sale de los nucleos B5 y B6 hacia la corteza yilm$eos profundos del cerebelo.

d) Via descendente propiobulbar
Desde los nucleos B6 a B8 y B3 a B5 envia proyeesiaa otros nucleos del
tronco: el locus coeruleus, la formacion reticldatbar y pontina, el nicleo tegmental

dorsal y el complejo olivar.

e) Via descendente bulboespinal
Partiendo de los ndcleos B1 a B3 (nucleos oscuegnm y ambiguo del rafe)
desciende por los cordones anteriores y laterada ohédula, para terminar en las astas

anteriores y posteriores de la médula y en el onlokermediolateral.

11
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2.1.4. Transportador de serotonina (5-HTT)

El transportador de serotonina (5-HTT) es una pmatede membrana que
intercambia selectivamente serotonina junto corsqiNd y CI) hacia el interior de la
célula e iones Khacia el exterior de la célula utilizando la difecia en el potencial de
membrana (Rudnick y Clark, 1993). Constituye emgn paso del reciclaje de la
molécula de serotonina; ademas la neurotransmigdnina cuando deja de haber
neurotransmisor en la hendidura sinaptica, biemymrse degrada o bien porque se
recapta hacia las mismas células que lo liberayopor lo tanto es necesaria la

presencia de un sistema de transporte.

Gracias a la clonacion del gen que codifica elspantador de noradrenalina se
pudo identificar una nueva familia de genes pam deoteinas transportadoras de
neurotransmisores, entre las que se encuentraHIT5-Estd compuesto por 12
dominios transmembrana, con 5 bucles intracelulsrés extracelulares y tanto el
extremo amino-terminal como el carboxi-terminalgeseuentran en el citoplasma. El 5-
HTT es un miembro de la familia de genes SLC6 deslg como familia de
importadores de sodio de los neurotransmisores XNBSé&ntro de esta familia hay
varios transportadores mas que se encargan decdptaeion de neurotransmisores
como glicina, GABA, dopamina, noradrenalina y semgta a través de la membrana

plasmatica de las neuronas y de las células gljRlednick y Clark, 1993).

El 5-HTT se encuentra distribuido ampliamente tpdo el cerebro, y se le puede
encontrar en areas corticales, tubérculos olfaprinlcleo accumbens, septo,
hipocampo dorsal y ventral, talamo, hipotalamo ygatala (Hebert et al., 2001). Por
técnicas autorradiograficas usandbl][mipramina (Cortés et al., 1988; Kovachich et
al., 1988), fH]paroxetina (Cortés et al., 1988}G]DASB (Hipolide et al., 2005) y
[*H]citalopram (D"Amato et al., 1987) se ha visto guse encuentra tanto en las
terminaciones axonales como también en los somdasdeeuronas serotonérgicas,
encontrdndose las densidades mas elevadas endeosael rafe, especialmente el
rafe dorsal. También se encuentra en estriadantaha en la corteza entorrinal. El

12
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ARNmM de este transportador se localiza principatmesn los ndcleos del rafe y
también en el ndcleo hipotalamico dorsomedial (keffi et al., 1998).

El 5-HTT presenta sitios de fijacion para 5-HT' N un sitio de unién para los
antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptade serotonina (ISRS). La fijacion
de Nd al transportador incrementa la afinidad por l@s#ina (modulacion alostérica
positiva) mientras que la fijacion de un ISRS landnuye (modulacion alostérica
negativa), inhibiendo su union y por lo tanto autaedo los niveles de 5-HT en el

espacio sinaptico (Rudnick y Clark, 1993).

Debido a su capacidad para descender los nivelésHieen el medio sinaptico,
éste transportador es una importante diana farmgical usada en el tratamiento de
diversas enfermedades mentales, como la deprdsayndiversos farmacos ISRS que
inhiben directamente el 5-HTT, desarrollados aipd#g los conocimientos adquiridos
en la investigacion de la fluoxetina, como sonrabna, paroxetina, citalopram y
fluvoxamina. Ademas de farmacos especificos para-l8TT, otros farmacos como
cocaina o las anfetaminas afectan al transportadotocaina actiia como un inhibidor
del 5-HTT asi como de los transportadores de nenadina y dopamina (Gu et al.,
1994).

A lo largo de los afios, se han descrito numerogasacciones entre los sistemas
de neurotransmision serotonérgico y noradrenérgicearios modelos animales (Pujol
et al., 1978; Agren et al., 1986) asi como en divecasos clinicos de depresion (Agren
et al., 1986; Potter, 1996). Algunas de estasanteéones ocurren a nivel receptorial
postsinaptico debido a cambios en los niveles esmtigyde los neurotransmisores o a
modificaciones en la expresion de las proteinaspteciales. Sin embargo, también
pueden deberse a alteraciones a nivel presinagaicsadas por cambios especificos en
ambos transportadores. De hecho hay farmacos gueinkibidores duales de la
recaptacion de 5-HT y NA, bloqueando ambos trariagores, como la venlafaxina
(Stahl, 1998), aunque bloquea mas potentementeHdl TS mas recientemente se ha
descrito otro inhibidor dual la recaptacion de mammas, la duloxetina (Wong et al.,
1988).

13
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2.1.5. Subtipos de receptores serotonérgicos: 5A415-HTi1g y 5-HToa

Durante muchos afios, los efectos fisiologicos dsel@tonina, incluyendo sus
efectos en SNC, fueron atribuidos so6lo a 2 grandebtipos de receptores
serotonérgicos (Gaddum y Picarelli, 1957). Tras delsarrollo de sofisticadas
herramientas farmacologicas en los afios ochentayidencido que debia haber més
subtipos de receptores serotonérgicos. Estudiogamlares de clonacion en estos
ultimos afios han confirmado la existencia de alaseratorce subtipos de receptores
serotonérgicos, cada uno codificado por distinerseg. Se han descubierto todavia mas
variantes en la edicion de muchos de estos subtipagceptores, resultando en unos
treinta productos proteicos distintos que reconoleerserotonina como su ligando
fisioldgico. La gran mayoria de estos receptorgtepecen a la familia que transduce
sefiales a través de proteinas reguladoras queamteian moléculas de guanina
(proteinas G). Los receptores de serotonina sdivaido en siete subfamilias que se
caracterizan por compartir propiedades farmacod@gicecuencias de aminoacidos,
organizacion genética y vias de sefalizacion iatudar. Los subtipos 5-HT 5-HT,, 5-
HT,4 5-HTs y 5-HT7; acoplan a proteinas G, mientras que los 3-Bdn receptores
acoplados a canales ionicos (Hoyer et al., 1994).

La arquitectura basica de los receptores de 5-Hplados a proteinas G es
similar al resto de receptores de esta gran faf@RCRs). Son proteinas de membrana
integradas con siete dominios transmembrana hiblicfé conectados por tres lazos
intracelulares y tres extracelulares. El extremananterminal est4 orientado hacia el
espacio extracelular, mientras que el carboxilmitesl se orienta hacia el citoplasma.
El nucleo proteico conserva sitios de unidon paralifitaciones post-translacionales.
Los dominios extracelulares estan tipicamente glados, y poseen residuos de
cisteina que participan en puentes disulfuro qop@rionan estabilidad estructural en
la conformacion de los receptores. Los dominiosag@iulares conservan sitios de
unidén para interactuar con proteinas G y otrasepras reguladoras, y sitios de
fosforilacion para varias quinasas serina-treonifaichos de los receptores de
serotonina poseen residuos de cisteina en su cartmminal que le permiten
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palmitolizarse, creando posibles anclajes de memabgae pueden llegar a formar un

cuarto lazo intracelular (Hoyer et al., 1994).

La familia de receptores 5-HTomprende cinco subtipos de receptores distintos
gue presentan una elevada homologia en su secudacaminoacidos y que se
encuentran todos ellos acoplados de forma negatigaadenilato ciclasa a través de
proteinas G sensibles a la toxpertussis(Gy,). Originalmente, la familia de receptores
5-HT; se identifico a partir de estudios de union déoteghndos a receptores, como un
conjunto de lugares de unién que presentaban emada afinidad por serotonina y una
baja afinidad por espiperona (Peroutka y Snyder9l9osteriormente, gracias a la
aparicion de ligandos mas selectivos, se fueroactenizando los distintos subtipos de
receptores que constituyen esta familia (Pazod.ell@85; Pazos y Palacios, 1985;
Hoyer et al., 1994). En la actualidad, se dispandeyamplia informacién acerca de los
genes que codifican para la sintesis de estostogespasi como de las caracteristicas

estructurales de los mismos gracias a las técdeatnacion molecular.

2.1.5.1. Receptor 5-Hik

Dentro de la familia de receptores 5-H&l receptor serotonérgico 5-Ihfes uno
de los mejor caracterizados y posiblemente el gae literatura ha generado en los
altimos afios debido al gran niamero de funcionégsldigicas en que se encuentra
implicado, asi como a la importancia que su moddtadiene en el control y
tratamiento de distintas patologias de caractequgrico y cognitivo. Desde su
identificaciéon a principios de los 80 mediante téas de unidn de radioligandos a
receptores (Pedigo et al., 1981; Middlemiss y Fihz&983), dos hechos fundamentales
han contribuido a promover el interés y desarrolr conocimiento sobre la
farmacologia y la funcionalidad de este receptor.ud lado, el temprano desarrollo de
un agonista selectivo para estos receptores, ¢l-BPAT favorecio el conocimiento
sobre las caracteristicas farmacoldgicas de esépta, ya que permitid la obtencion
del perfil farmacolégico (Gozlan et al., 1983),lyestudio de la distribucion anatémica

de este receptor 5-HA Asimismo, y por otro lado, la observacion de qustiulias
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arilpiperazinas, como la buspirona, gepirona epipsaa, que presentaban elevada
afinidad por este receptor, poseian actividad dtiseoy antidepresiva (Robinson et al.,
1990), impulso el interés por el estudio y la béstpude farmacos que interaccionasen

con este receptor.

Caracteristicas estructurales

El conocimiento acerca de las caracteristicas mtaees del receptor
serotonérgico 5-Hia comenzd a principios de los afios noventa con dasdms que
llevaron a conocer la secuencia de acidos nuclejoesformaban el ADN codificante
para la sintesis del mismo y que permitieron snadwn (Kobilka et al., 1987; Albert
et al., 1990; Fargin et al., 1989; Stam et al.,2)9E| gen responsable de la sintesis del
receptor serotonérgico 5-hly, al igual que los genes responsables de la sntesi
todos los receptores de la familia 5-Harece de intrones en su secuencia codificadora
y Su secuencia de acidos nucleicos presenta umadeldhomologia entre la rata y el
humano, siendo sin embargo mucho menor la homotmgiaespecto a otros receptores
serotonérgicos acoplados a proteinas G (Fujiwaah,t993).

El receptor serotonérgico 5-HIpertenece a la gran familia de receptores de siete
dominios transmembrana acoplados a proteinas Gotrateericas, y estructuralmente
se corresponde con una proteina de 422 aminoagigoiene un peso molecular de 46
Kda y un punto isoeléctrico de 8,8. Esta protetharsuentra orientada en la membrana
plasmatica con el extremo amino terminal hacispaeio extracelular, presentando tres
lugares potencialmente susceptibles de N-glicaéilacy con el extremo carboxi-
terminal hacia el interior celular, atravesandmkmbrana plasmatica siete veces. Estos
siete dominios transmembrana estan compuestos mog €0 y 26 aminoacidos
hidrofobicos y se encuentran conectados entre 1sirps lazos extracelulares y tres
intracelulares compuestos por aminoacidos hidcoSli EI primer y segundo lazo se
encuentran unidos por un puente disulfuro entredsisluos Cy$° y Cys® que parece
conferir una cierta estabilidad estructural al ptoe(Dohlman et al., 1990).
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Una de las caracteristicas farmacologicas madaaiddes del receptor
serotonérgico 5-Hil, es su elevada afinidad por ciertos farmgéddoqueantes como
el pindolol. Esta propiedad parece descansar €migo residuo presente en el dominio
transmembrana 7 (AfS), altamente conservado en todos los receptore$,5-#p-
adrenérgicos de distintas especies, cuya mutacnduce a la pérdida de afinidad de
este receptor por ciertos ligand@sbloqueantes como el pindolol, sin afectar las
propiedades de unién de otros ligandos al recegghiartonérgico 5-Hijx (Guan et al.,
1992).

Los dominios estructurales implicados en el smopgnto del receptor a las
proteinas G y en la desensibilizacién del mismo distintas proteinas quinasas se
encuentran localizados en las regiones intracelsildel receptor serotonérgico 54T
En este sentido, el segundo bucle intracelulartgroenadas regiones del tercer bucle
intracelular contienen los residuos aminoacidiclzsres para el acoplamiento del
receptor a las proteinas G vy la fosforilacion petedminadas quinasas que conducira a
la desensibilizacion (Lembo y Albert, 1995; Lemboaé, 1997). Ademas, todo el
segundo bucle intracelular y determinados fragnseni& tercero parecen ordenarse
estructuralmente formando una hélecanfipatica, con una cara cargada positivamente
y otra cara hidrofobica, que conforma el dominibaicelular de anclaje de las proteinas
G (Albert et al., 1998). Debido al gran numero daswde sefializacion, descritas en
sistemas heterdlogos, a las que puede acoplarseceptor serotonérgico 5-hld
(Raymond et al., 1999), los estudios estructurgles han intentado relacionar la
presencia de determinados residuos aminoacidicusetos, presentes en el segundo y
tercer bucle intracelular, con la sefalizacién médipor el receptor serotonérgico 5-
HT.a nos han proporcionado resultados univocos y hadide a consolidar como
hipotesis general la existencia de distintos sulgios estructurales, presentes en los
bucles intracelulares dos y tres, responsablesadeplamiento del receptor a las
subunidadesy;, a, y By (Lembo y Albert, 1995; Lembo et al., 1997). En aeto,
distintas serinas y treoninas presentes en egigEses parecen jugar un papel clave en
dirigir y seleccionar las vias de sefalizacion gae a ponerse en marcha como
consecuencia de la activacién del receptor sermjmué 5-HTia. Asi, la Thré*

presente en el segundo bucle intracelular, paregarjun papel relevante en el
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acoplamiento del receptor a las vias de sefalizaaitivadas por las subunidadiysde
las proteinas g (Albert et al., 1998), siendo por tanto resporsal# los efectos de
elevacion del calcio intracelular y del bloqueolake canales de calcio mediados por el
receptor serotonérgico 5-hld, mientras que apenas participa en el acoplamigaito
receptor a la inhibicion de la actividad adenileidasa (Lembo et al., 1997). De igual
forma, la Thré”®, presente en el tercer bucle intracelular, es itapte para el
acoplamiento del receptor tanto a la inhibiciérialactividad adenilato ciclasa como a
la elevacién del calcio intracelular, y junto cen$>2y Thré*®, también en el tercer
bucle intracelular, forman los tres residuos clawgdicados en la desensibilizacion del
receptor mediada por PKC (Lembo y Albert, 1995)r Bwo lado, la Thi&® y la
Thre**® son también susceptibles de fosforilacion por RRAymond et al., 1999).

Distribucion

La distribucion del receptor serotonérgico 5:kEn cerebro se ha mapeado de
una forma extensiva por técnicas autorradiografisaando un amplio rango de
radioligandos incluyendof]5-HT, [*H]8-OH-DPAT, [PH]-ipsapirona, {*I]BH-8-
MeO-N-PAT, y maés recientementé®J]-p-MPPI y [PH]-WAY 100635 (Pazos y
Palacios, 1985; Verge et al., 1986; Radja et 8921 Khawaja, 1995a; Kung et al.,
1995). Recientemente, se ha usald€]WAY 100635 para obtener imageniesvivo
del receptor 5-H7a en el cerebro humano mediante estudios de PEE @®i&l., 1995).
La densidad de sitios de unién al receptor 5435 alta en areas limbicas del cerebro,
sobre todo en el hipocampo, el septo lateral,heasacorticales (particularmente corteza
cingular y entorrinal), y también en los nucleossameefalicos del rafe (nucleos
medianos y dorsales). Por el contrario, los nivelkedos sitios de unién al receptor 5-
HTia en los ganglios basales y el cerebelo son practinte indetectables. La
distribucion del ARNm codificante para el recepmerotonérgico 5-Hijl, es casi exacta
a la distribucion de los sitios de union al recefRompeiano et al., 1992; Burnet et al.,
1995). El patrén de distribucion del ARNm de loseqgores 5-Hia en areas corticales
e hipocampales difiere algo entre humanos y roed@ernet et al., 1995).
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Se ha descrito la localizacion del receptor 54 partir de estudios de lesiones
neuronales, y mas recientemente en estudios dézbaén celular del receptor 5-HA
usando técnicas inmunocitoquimicas (Miquel et H92; Radja et al., 1991). Los
receptores 5-Hijy estarian localizados tanto postsinapticamente retacion a las
neuronas serotonérgicas como presinapticamengs@rdpias neuronas serotonérgicas
de los nucleos del rafe a nivel del soma y las dsd A nivel celular, estudios de
hibridacionin situ e inmunocitoquimicos han demostrado la presereigedeptores 5-
HT.a tanto en neuronas piramidales de la corteza camoeeronas piramidales y
granulares del hipocampo (Pompeiano et al., 1992nd& et al., 1995; Francis et al.,
1992). El receptor 5-Hk se expresa en ndcleos colinérgicos en el sepgmpién en
neuronas glutamatérgicas (piramidales) de la carieel hipocampo (Francis et al.,
1992). Un estudio ultraestructural mas recientewdstna que el receptor 5-hlesta
presente en las membranas sinapticas, como tarabiés extrasingpticas (Kia et al.,
1996). También se encuentran en la literatura ecide de la presencia de estos
receptores en ceélulas gliales del cerebro (Azrettial., 1996), aunque este es un tema

mas discutido.

Farmacologia del receptor 5-HX

Las caracteristicas farmacologicas del receptoot@egrgico 5-HTa difieren
bastante de otros miembros de la familia de recepts-HT e incluso de los demas
receptores de serotonina. Entre los agonistastiselecgpara el receptor 5-HA se
encuentran la 8-OH-DPAT, que es el agonista ppuiotie los receptores 5-hil
(Hoyer et al., 1994), el dipropil-5-CT, la buspieog la gepirona. Varios ligandos del
receptor 5-HT,, incluyendo BMY 7378, NAN-190, MDL 73005EF, SDZ68P5 se
identificaron inicialmente como antagonistas claews varios modelos del receptor
postsinaptico 5-Hia. Sin embargo, como grupo estos farmacos no sorasiado
selectivos y han demostrado tener propiedades aieistgs parciales (Hjorth y Shap,
1990; Sharp et al., 1990 y 1993; Fletcher et &93), lo que complica su uso para
posibles estudios farmacoldgicos. Después de urgm lausqueda, se ha logrado
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desarrollar un buen nimero de antagonistas: (SBOUH-WAY 100635 (Hillver et al.,
1990), y mas recientemente, NAD-299 (Johanssoh, di997).

La caracterizacion de las respuestas mediadad pareptor 5-HTa se ha podido
conocer también gracias a los antagonistas de toresp5-HT serotonérgicdd-
adrenérgico como el pindolol, penbutolol y tertakgHjorth y Sharp, 1993; Prisco et
al., 1993). Sin embargo, datos recientes sugianercgmo grupo, estos farmacos tienen
varios grados de afinidad hacia el receptor 3A4{pindolol > tertatolol > penbutolol >
WAY 100635; Sanchez et al., 1996; Clifford et 4698). De hecho, las propiedades de
agonista parcial del pindolol sobre el receptorlAodrian ser relevantes dentro de
la actual controversia sobre su posible adminigtracomo tratamiento para la
depresion.

Sistemas efectores y segundos mensajeros

La activacion del receptor serotonérgico 5:kpuede modular la actividad de un
gran namero de vias de sefalizacion intracelurc@amo la produccion de segundos
mensajeros intracelulares. En todos los casos ldulacion que ejerce el receptor
serotonérgico 5-Hily sobre estas vias de sefializacion es sensibleaacidn de la
toxinapertussis demostrando por tanto la participacion de proteGo. La
seleccion de una u otra via de sefalizacion, asoda importancia relativa de cada una
de ellas vendra en gran medida condicionada pgirateso de acoplamiento del
receptor a los distintos subtipos de proteinas ¢ la subsiguiente especificidad de
accion de las distintas subunidades que componas goteinas &, sobre uno u otro

sistema efector.

a) Modulacion de la actividad adenilato ciclasa

El acoplamiento del receptor serotonérgico 5-4d la inhibicion de la actividad

adenilato ciclasa y la consiguiente disminuciomagoroduccion de AMPc supone la via
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de sefializacién intracelular mas contrastada phara@ceptor serotonérgico 5-hid,
manifestandose tanto en tejido nativo como en rdiéi lineas celulares (Boess y
Martin, 1994; Saudou y Hen, 1994; Albert et al.98)9 Ademas, la eficiencia de
acoplamiento a esta via de sefializacion es muyaddevmanteniéndose la maxima
eficacia de acoplamiento incluso con niveles deresipn del receptor muy bajos
(Boddeke et al., 1992). Sin embargo, a pesar @dtdadensidad de receptores 5:HT
presentes en los nucleos del rafe, la inhibicionladactividad adenilato ciclasa no
parece ser la via de sefalizacion mas importantestenregion (Clarke et al., 1996).
Adicionalmente, diversos trabajos también han dénads el acoplamiento del receptor
serotonérgico 5-Hi, a la estimulacion de la actividad adenilato cilas hipocampo
(Shenker et al., 1983) y en lineas celulares ca®®lEK 293 via subunidadpg de las
proteinas ¢z (Albert et al., 1999).

La capacidad del receptor serotonérgico aara inducir efectos contrapuestos
sobre la actividad adenilato ciclasa puede comgrsedatendiendo a la complejidad
que encierra la modulacion del conjunto de isoeagimue conforman la familia
adenilato ciclasa y atendiendo también a la acttvide cada una de sus subunidades
(Hurley et al., 1999). Por todo ello, la modulacifla actividad adenilato ciclasa por
el receptor serotonérgico 5-khes un proceso extremadamente complejo, pudiendo
interpretarse el efecto final observado como alltado del concurso de las distintas
sefales que pueden ser activadas dependiendo ademasubicacion regional del

tejido examinado.

b) Modulacion de fosfolipasas

La funcién de distintas fosfolipasas puede vemsdulada como consecuencia de
la activacion del receptor serotonérgico 5:KHTEn concreto, diversos estudios
realizados en sistemas de expresion heterdlogosidsurito la capacidad del receptor
serotonérgico 5-Hix para activar la fosfolipasa C especifica de fadifatositol (PI-
PLC) (Fargin et al., 1989), la fosfolipasa C esfiexide fosfatidilcolina (PC-PLC)
(Cowen et al., 1996) y la fosfolipasa APLA,) (Harrington et al., 1994) generando
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como resultado la produccién de dos segundos nmeznsajel inositol 1,3,5-trifosfato
(IP3) y el diacilglicerol (DAG), responsables de medas efectos intracelulares de la
activacion del sistema efector (PI-PLC). Sin embaed receptor serotonérgico 5-kFT
acoplado a proteinas;j§; puede producir también la activacion de estermsiatefector
(Fargin et al., 1989), a través de la subuniglade las proteinas G, si bien la eficacia de

acoplamiento es mucho menor (Raymond et al., 1999).

¢) Modulacién de quinasas

Numerosos grupos han documentado que el rec&pitbf;, activa la via de
ERK/MAP quinasas en células CHO (Cowen et al., 199&novskaya et al., 1996,
1998). Como otros GPCRs, el receptor 5tHactiva ERK a través de un intrincado
sistema de sefializacion que requiere algunas daitasas moléculas usadas por los
receptores tirosin quinasas (Marshall, 1995). ltavawion de ERK por el receptor 5-
HT,a resulta en la activacion de la tirosin quinasaySkec fosforilacion de tirosinas de
Shc. Esta fosforilacion resulta en la reclusionalguinasa PI-3’, Grb2 (una proteina
adaptadora), y una proteina activadora de Ras deadenSos. La activacion de Ras
lleva a una activacion secuencial de Raf, una gaineeguladora mitogénica y
extracelular (MEK) y ERK (Cowen et al.,, 1996; Garskaya et al., 1996, 1998).
Cowen et al., (1996) hipotetizaron que PC-PLC auaném activacion de Raf que es
inducida por Ras. Entonces, es posible que el tec&pHT,;4 en células CHO active
ERK a través de dos rutas de sefializacién de Bpidm primera requiere la quinasa PI-
3" e intersecta la ruta de ERK a la altura de Rasntras que la segunda requiere PC-

PLC e intersecta la ruta de ERK a la altura de Raf.

d) Canales i6nicos
Los estudios de expresion del receptor serotor@r@ieHT;n en sistemas

heterdlogos han demostrado la capacidad de estptoecpara estimular o inhibir
distintos canales i6nicos, como los canales ddficection de reentrada de potasio
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dependientes de proteinas G (GIRK), canales am$mie alta conductancia, canales de
cloruro y canales de calcio. El acoplamiento actevacion de canales GIRK a través de
proteinas de las subunidadeg @s el mecanismo responsable de la hiperpolarizacio
del potencial sinaptico que se da en sistema regvaentral tras la activacion del
receptor serotonérgico 5-HJ (Andrade et al.,, 1986; Colino y Halliwell, 1981)a
apertura de canales GIRK tras la activacion dedptr serotonérgico 5-HX sucede
como consecuencia de la interaccion de las subdesdly, liberadas de las proteinas
Gijo activadas, con sitios reguladores presentes eanal ¢Doupnik et al., 1997). En
este sentido la expresion conjunta, en sistemasdhegos, del receptor serotonérgico
5-HTia, canales GIRK-1 y distintas proteinas reguladadasla sefalizacion de
proteinas G (RGS), demostro la participacion deptaseinas RGS-1, RGS-3 y RGS-4
en la activacion del canal GIRK por el receptorogarérgico 5-HT,, ya que la
inclusion de estas reproducia las caracteristitedicas de activacion observadas en
tejido nativo (Doupnik et al., 1997). Otros efectdel receptor serotonérgico 5-HT
sobre canales i6nicos descritos en sistemas hagesdlson la inhibicion de canales
aniénicos de alta conductancia, implicados en ¢mleeion del volumen celular y el
mantenimiento del potencial de membrana, a traggwateinas & y Gyiz (Mangel et
al., 1993), y la inhibicion de la entrada de calegtimulada por Bay K 8644 (Liu y
Albert, 1991). A pesar de todo, la importanciatretade estos mecanismos en tejido

nativo no esta firmemente establecida.

e) Modulacion de mecanismos de transporte activiomes

Ademas del efecto sobre distintos canales iGniebseceptor serotonérgico 5-
HT.a €s capaz de modular determinados procesos dparéamsctivo de iones. Asi, se
ha demostrado la capacidad de este receptor paraukes distintos procesos, como la
incorporacion de fosfato independiente de sodiongdrior celular a través de un
mecanismo mediado por PLC (Raymond et al., 198%ctividad de la bomba NK”*
ATPasa, un mecanismo dependiente d& (Middleton et al., 1990), y la actividad del
intercambiador N&H" (Garnovskaya et al., 1998).
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En conjunto, estos mecanismos sugieren que ept@c serotonérgico 5-HI
puede jugar un importante papel en regular la émeoglular, a través de su
acoplamiento al transportador de fosfatos depetelida N, asi como en regular el
volumen celular, a través de su acoplamiento camtaba N&K* ATPasa y con el
intercambiador NaH".

f) Papel regulador en proliferacion celular y sup®encia celular

La activacion del receptor 5-H4d puede estimular vias de proliferacion y
mitogénicas en varios sistemas celulares (Cowex.,e1997). Los receptores 5-IhT
estimulan la proliferacion de linfocitos T (Ikenadt, 1995) y la activacion de receptores
5-HT;a expresada en células NIH 3T3 potencia la estintilage la sintesis del DNA
por factores de crecimiento epidérmicos (Varratuile 1992). Los receptores 5-kAT
de rata transfectados a células BALB/c-3T3 mejdaarecaptacion de timidina (Abdel-
Baset et al., 1992). Todos estos estudios sonstenges con un efecto estimulatorio del

receptor 5-HTx sobre la proliferacién celular.

El receptor 5-HTA también esta implicado en la morfogénesis y la&supencia
celular. Durante las primeras etapas del desareatibrionario humano, la expresion de
este receptor es maxima en areas como el ceret@biopstrandose su papel en la
morfogénesis del SNC (Del OImo et al., 1998). Elgoleo de receptores enddgenos 5-
HT,a revierte el efecto estimulador serotonérgico sebiesarrollo celular en cultivos
de dientes germinales de mandibula de raton (Muitseh et al., 1998), sugiriendo un
papel sobre desarrollo celular para este receptorestudios con receptores 54T
transfectados se ha demostrado la inhibicién dmidma caspasa-3 y la atenuacion en
un 65% de la apoptosis inducida por la anoxia srcéulas HN2-5 neuronales a través
de una ruta dependiente de ERK (Adayev et al., 13@&jiriendo, por tanto, también

un papel potencial para el receptor 5:k€n la supervivencia neuronal.
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2.1.5.2. Receptor 5-HE

El receptor 5-HTg fue inicialmente caracterizado como un sitio démrpara
serotonina tritiada pero con baja afinidad por gsmina tritiada en el cerebro de roedor
(Pedigo et al., 1981). El descubrimiento de queséietenia una baja afinidad por la 8-
OH-DPAT establecié que ese receptor tenia propesiéarmacoldgicas diferentes del
receptor 5-HTa (y 5-HT,) (Middlemiss y Fozard, 1983). Otro sitio de unigara la
serotonina tritiada fue detectado en cerebro bownéue originalmente clasificado
como 5-HTp, diferenciandolo del receptor 5-kElde roedor. Hoy dia es generalmente
aceptado que el receptor 5-tTes una variante de especie del receptor SsKHartig
et al., 1996).

Caracteristicas estructurales

El receptor 5-HTg esta presente en altos niveles de expresion elones (rata,
raton, hamster) mientras que el receptor 5H8s mas abundante en otras especies
(perro, humano). ElI hecho de que la distribucibneerSNC de los originalmente
definidos 5-HTg y 5-HT;p fuera muy similar condujo a numerosos investigesia
especular (antes de la obtencion de datos de elogag los dos sitios de unidn para
radioligandos eran equivalentes interespecie panouoa distinta farmacologia (Hoyer
et al.,, 1994). Esta idea inicial comenzd a cueat®m tras el descubrimiento de dos
genes humanos relacionados con los receptore$yensm aislados siguiendo un patrén
de secuencias homélogas con un receptor “huérfgpeto RDC4) y que presentaba
caracteristicas similares a las del receptor 5-i@liando se expresaron estos dos genes
se demostré la farmacologia de los originalmentgrites como sitios 5-Hp, no
sitios 5-HTig, Y que pasaron a designarse 5:6Ty 5-HTipg (77% de secuencia
homologa transmembrana) (Hartig et al., 1996).e8nbargo, el receptor de roedor 5-
HT,g se clond mas tarde y se vio que tenia una gramlogia en su secuencia (96% de
homologia en secuencias transmembrana) con el toecepmano 5-H7pz. Estos
hallazgos, junto con el descubrimiento de un gerratie homélogo con el receptor

humano 5-HTp, y que codificaba para un receptor con un sitiaién con perfil de
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receptor 5-HTp llevd a una renomenclatura para los receptoresTfsbl Esta
nomenclatura reconocié que a pesar de una farngeaafliferente, el receptor humano
5-HTipz €S una especie equivalente del receptor de raedmidT;z. Ademas, el
receptor 5-HTpg se reasigno a la clasificacion de los 5:giPara resaltar el hecho de
que la farmacologia del receptor 5-HTpresenta diferencias significativas entre
especies, se usan prefijos: el de rata se reas@moé r5-HT%E y el humano como h5-
HT1s (Hoyer et al., 1994; Hartig et al., 1996). Los geodificantes para el receptor 5-
HT.s de humano y ratdon se localizan en el cromosompoSidion 9E) y 6 (6q13)
respectivamente (Saudou y Hen, 1994). Con la nnewaenclatura y asignacion, el
receptor 5-HTp, expresado en la rata y el humano, y otras espgeed a denominarse

receptor 5-HTp.

Distribucioén

Estudios autorradiograficos usandH]b-HT (en presencia de 8-OH-DPAT),
[*#1]cianopindolol (en presencia de isoprenalina) G TI han demostrado una alta
densidad de sitios de union al receptor 54#hn los ganglios basales del cerebro de la
rata particularmente la sustancia negra, el glaflaq, el palido ventral y el nucleo
entopeduncular, aunque también esta presente as wgiones (Pazos y Palacios,
1985; Verge et al., 1986). Tanto éfYcianopindolol como el f|GTI permiten
discriminar los sitios de unién 5-Hd de los sitios 5-Hp en roedores pero no hay
todavia radioligandos selectivos que permitan has¢a distincidbn en especies no-
roedoras. La discriminacion entre los receptoré$Ths y 5-HTip tanto en roedores
como en no-roedores se ha visto facilitada graaida disponibilidad de un nuevo
radioligando 5-HTg/p el [PHJGR125,743 (Doménech et al., 1997).

También se han llevado a cabo estudios de unigadieligandos tras inducir
lesiones en neuronas serotonérgicas con el firetbgrdinar la localizacion sinaptica de
los receptores 5-HE, si bien los resultados han sido bastante coct@ds,
demostrandose tanto una regulacion a la alta de esteptores como una regulacion a

la baja en las mismas areas (Middlemiss y Huts@®Q;1Bruinvels et al., 1994).
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Sin embargo, los estudios de hibridadidsitu (Boschert et al., 1994) demuestran
la localizacién del ARNm codificante para el recef-HT;g en los nacleos mediano y
dorsal del rafe; de hecho, su expresion se redégstichmente tras la lesion neuronal de
estas areas (Doucet et al., 1995). Algunas araabredes presentan altos niveles de
expresion de los sitios de union al receptor 3giTomo son el estriado, donde
también se expresa de forma abundante el ARNm@gbaesceptor. Sin embargo, otras
areas con alta densidad de sitios de unién preseotza 0 ninguna cantidad detectable
del ARNm codificante para el receptor 54d{sustancia negra, globo palido y ndcleo
entopeduncular). Se han encontrado estas difeeertailsto en humano como en

primates (Jin et al., 1992).

Todo esto indica que los receptores b5riTestan localizados tanto
presinapticamente como postsinapticamente en nasirs@rotonérgicas. Se especula
que en algunas areas cerebrales (incluyendo larsigtnegra y el globo palido) los
receptores 5-H pueden estar en terminales nerviosos no serofonérghabiendo
sido transportados desde los somas serotonérgaois dtras regiones (Boschert et al.,
1994; Bruinvels et al., 1994). En general, los disti sobre la localizacion anatomica
de los receptores 5-Hd apoyan la idea de que el receptor 5tiffene un papel como

auto y heterorreceptor, controlando la liberaciémdurotransmisores.

A nivel celular, la hibridaciém situ ha demostrado la presencia del ARNm para
el receptor 5-H7g en las células granulares y piramidales del himpoa(Doucet et al.,
1995), y en las neuronas del caudado-putamen qgae pmbablemente de tipo
GABAérgico (Boschert et al., 1994).

Farmacologia del receptor 5-Hg

Hay un gran numero de ligandos con alta afinidad el receptor 5-Hig pero

muchos de ellos no son selectivos (Hoyer et aB41L9.0s agonistas mas potentes son

L-694247, RU 24969, 5-CT y CP 93129; por su pdeemetiotepina es un potente

antagonista. Todos estos compuestos compartendadinpor otros subtipos de
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receptores serotonérgicos, particularmente el tec&HT;a, pero la baja afinidad de
farmacos como la 8-OH-DPAT, el WAY 100635, la riarina y el tropisetron por los

receptores 5-Hg ayudan a la discriminacion de este receptor.

Por su parte, el compuesto GR 127,935 tiene wsna selectividad 5-HTglp con
respecto a otros receptores serotonérgicos y epotente antagonista en modelos
funcionales (Skingle et al., 1995). Recientemeste,han descubierto los primeros
antagonistas con alta afinidad y selectividad dasreceptores 5-HE sobre los
receptores 5-Hib, son el SB-224289 y el SB-216641 (Price et alb71Roberts et al.,
1997a, b). Datos recientes indican que otro anfaggnel WAY 100135 tiene
propiedades de agonista parcial, al menos en agunodelos experimentales
(Davidson et al., 1997). Estas herramientas fartogamas resultan esenciales para
futuros estudios en animales con el objetivo daatarizar la funcién de los receptores
5-HT1gp.

A pesar de su alta homologia secuencial y sindiatribucion cerebral, los
receptores 5-Hig de rata y ratén son farmacoldgicamente distinedshdmano (Hoyer
et al., 1994). Las diferencias mas significativas sjue ciertos antagonistds
adrenérgicos incluyendo cianopindolol, SDZ 21088yrioltano, pindolol, y propanolol
presentan una afinidad mas alta por los receptié¢s;g en roedores que en humano.
La diferencia mas significativa esta entre los pem@s humanos 5-Hg y 5-HTip. A
pesar de gue algun estudio indica lo contrariosteri numerosas evidencias en la
literatura que demuestran una clara diferenciaaefarimacologia de estos receptores
(Boess y Martin, 1994). En patrticular los antag@sigpara el receptor 5-HTomo la
ketanserina y la ritanserina muestran una grarcteettad para el receptor humano 5-

HTp versusel receptor 5-Hig
Mas recientemente se han descubierto antagorsstastivos para el receptor

humano 5-HTg (SB-216641, SB-224289) y el receptor 510 {BRL-15572) (Price et
al., 1997; Roberts et al., 19974, b).
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Sistemas efectores y segundos mensajeros
a) Regulacion de la adenilato ciclasa

La activacion del receptor 5-Hd se relaciona, como en el caso del receptor 5-
HT.a con la inhibicion de la adenilato ciclasa en wgidcomo la sustancia negra
(Schoeffer et al., 1989) y en células CHO-K1 (Géesl., 1996). Como en el caso del
receptor 5-HT,, su activacion también aumenta los niveles de AMiPcélulas HEK
293 mediante un proceso en el que interviene fansa de adenilato ciclasa ACIl y las
subunidadefy de las proteinasi(Albert et al., 1999).

b) Activacion de fosfolipasas

La activacion del receptor 5-hg puede activar PLC en varios tipos celulares: en
células CHO no se ha visto un incremento en la atacion de inositol fosfato pero en
células CHO transfectadas con receptores bzHiimanos se observaron incrementos
de C&" sensibles a toxinpertussisy acumulacién de inositol fosfato mediados a savé
de proteinas G y PLC (Dickenson y Hill, 1998). Adesnla serotonina puede estimular
la PLD via receptores 5-Hd en la arteria mesentérica a través de una rutaequeere
Cd" extracelular y la activacién de PKC, pero indepemt de PLC (Hinton et al.,
1999).

c) Regulacién de quinasas

Existen estudios que han demostrado que los raesp®HTs en fibroblastos
estimulaban la sintesis de DNA mediante una rutailsie a toxingertussisy que no
era mediante la PLC (Seuwen et al., 1988). Estugmseriores revelaron que el
receptor 5-HTg puede activar ERK en células endoteliales aértioagnas (McDuffie
et al., 2000), células de neuroblastoma,-BE(Leone et al., 2000), y células CHO

(Pullarkat et al., 1998). En células CHO esto acunediante una ruta que implica

29



Introduccién

proteinas G sensiblegpartussisla quinasa PI-3’ y la MEK (Pullarkat et al., 199Ba
quinasa de AKT también se activa mediante los tecep 5-HT g actuando a través de
proteinas G sensibles ertussisen células de neuroblastoma BE (Leone et al.,
2000). En células CHO, los receptores 5dctivan la quinasa p70 S6 a través de una
ruta que implica a la quinasa PI-3' y la MEK, y ge® sensible a toxinpertussis
Interesantemente, este acople del receptor iHTERK en células CHO fue mas

eficiente que el inducido por el receptor 51T

2.1.5.3. Receptor 5-HbFk

Existen tres miembros descritos de la familia deptores 5-H7, denominados
receptores 5-Hja, 5-HT,g y 5-HT,c (Hoyer et al., 1994). Los receptores 5k Bon
probablemente el receptor 5-KTdescrito por Gaddum vy Picarelli (1957). Los
receptores 5-Hzxk fueron llamados receptores 5-fTFoguet et al., 1992), y los 5-
HT,c previamente se clasificaron como 544 TLos receptores 5-HTse acoplan a la
cascada de sefializaciéon de la PLC-B en tejidovasaty en células heterélogas
(Peroutka, 1995). El receptor cerebral 5;k%e descubrié en membranas cerebrales de
rata como un sitio de unién de alta afinidad paraes$piperona tritiada, con una
relativamente baja afinidad por la serotoninaattiéi, pero con un perfil farmacolégico

de receptor serotonérgico (Peroutka y Snyder, 1979)

Caracteristicas estructurales

A mediados de los ochenta, se habia visto quedosptores 5-HIy 5-HTic
(vieja nomenclatura) tenian propiedades farmacoé®gy cascadas de sefializacion muy
similares, y que estaban probablemente relacionddssgenes para el receptor 5daT
humano y de rata fueron aislados poreeningshomoélogos muy poco tiempo después
de los primeros estudios sobre el 5,HTEI receptor 5-H7Ix se localizé en el
cromosoma 13gl14-g21 y tenia una alta similitud ebrreceptor 5-HIc humano,

aungque es baja cuando se compara con la del recégitl,s. La secuencia
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aminoacidica del receptor 5-HhI tiene potencial para glicosilacion, forforilacign
palmitoilacion. Experimentos implicados en mutagénedirigida han identificado
residuos de aminoacidos con efectos importantda @mion de ligandos y sobre las
propiedades de acoplamiento con el receptor (Bpddartin, 1994; Saudou y Hen,
1994; Baxter et al., 1995).

Distribucion

La distribucion en el SNC del receptor 544Tse ha estudiado mediante
autorradiografia de receptor, hibridaciérsitu e inmunohistoquimica. Los estudios de
autorradiografia usandd]espiperona’H]ketanserina, £3]DOI, y mas recientemente
[*H]MDL100907 como radioligandos, han encontrado lev&ltos de sitios de unién
al receptor 5-H7 en varias areas cerebrales, sobre todo en ardEsles (neocorteza,
corteza entorrinal y piriforme, claustro, ndclecaudados, accumbens, tubérculos

olfatorios e hipocampo de todas las especia estas)gPazos et al. 1985).

Suele haber concordancia entre la distribucidonlode sitios de unidén a los
receptores 5-Hja, los niveles de expresion del ARNm del receptdiTha y la
inmunoreactividad para estos receptores (Mengoa.etl990; Morilak et al., 1993,
1994:. Pompeiano et al., 1994; Burnet et al., 198&yiriendo que las células que
expresan estos receptores estan localizadas eniso®s sitios en los que se detectan
los receptores (y postsindpticamente a la neurer@amérgica). También, hay varias
evidencias a partir de estudios de hibridacidnsitu, de inmunocitoquimica y de
autorradiografia de receptores sobre la localizad® estos receptores en interneuronas
GABAérgicas asi como en neuronas glutamatérgicasn@ et al., 1995). Ademas,
experimentos de inmunoreactividad han reveladotaudién pueden estar localizados

en neuronas colinérgicas en varias areas cerelfkddesak et al., 1993).
La distribucion de los receptores 5-HTparece coincidir con la distribucién de

los axones serotonérgicos que parten del nuclesaddel rafe (DRN) (Blue et al.,

1988). Por ejemplo, en la rata, la inervacion serétgica del DRN de la corteza frontal
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parece seguir la distribucién laminar de los sitifes union al receptor 5-H1. En
estudios electrofisioldgicos, también se ha visle tas respuestas en corteza frontal
mediadas por los receptores 544 pueden ser evocadas por estimulacion en el rafe
mediano (MnR) (Godbout et al., 1991).

Farmacologia del receptor 5-HA

Toda la familia de receptores 5-FH$e caracteriza por una relativamente baja
afinidad por la serotonina, una alta afinidad ploagonista selectivo DOI, una alta
afinidad para varios antagonistas 5;H@uyo prototipo es la ketanserina pero también
para otros ligandos como la ritanserina y el IC0,899. Hasta hace poco, ha sido
dificultoso discriminar los miembros de esta famde receptores aunque la ketanserina
y la espiperona presentan una mayor selectividaa @lareceptor 5-Hix (unos dos
ordenes de magnitud) que para el resto de subtposeceptores; estas moléculas
también tienen cierta afinidad por otros receptai®snonoaminas. Sin embargo, hoy
dia hay un amplio rango de antagonistas muy setecfiara la familia (Baxter et al.,
1995). EL MDL100907 es un potente antagonista Betepara los receptores 5-bil
(Kehne et al., 1996). Otros antagonistas reciestasel SB-200646A y el SB-206553
que discriminan entre el receptor 54Ty los receptores 5-Hgc. Sin embargo, no
existen agonistas muy selectivos para los subtipagceptores de esta familia, aunque

puede destacar el agonista para el receptor£-RD 60-0175 (Millan et al., 1997).

Todos los receptores 5-KHBe desensibilizan tras su exposicion prolongatia a
serotonina y otros agonistas, aunque la sensitilaldos agonistas y el mecanismo
subyacente a la desensibilizacion de cada subtigdeser diferente (Sanders-Bush,
1990). Una curiosa propiedad de los receptores H:1d¥ que en algunos modeins
Vivo e in vitro se regulan a la baja después de una constantsie@®poa algunos
antagonistas (i.e. mianserina, espiperona y megpn&r (Grotewiel y Sanders-Bush,
1994). Una de las explicaciones es que bajo ciertesliciones, estos receptores
estarian constitutivamente activos, y que alguneslo$ ligandos actuarian como

agonistas inversos.
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Sistemas efectores y segundos mensajeros

a) Modulacion de la actividad de la adenilato ckda

La activacidon de este receptor puede regular laidatl de la adenilato ciclasa en
algunos tejidos y grupos celulares. Berg et al94)¥emostraron que los receptores 5-
HT,a pueden amplificar la formacion de AMPC en célWds\1l mediante las acciones
intermediarias de la PKCs y la#Cam. En células tiroideas FRTL-5, estos receptores
incrementan el AMPC a través de un mecanismo densiboxinapertussis(Tamir et
al., 1992). Sin embargo, Garnovskaya et al. (19@&)ostraron que estos receptores en
células renales de rata podian inhibir la acumdiaale AMPc estimulada por
forskolina. Esta inhibicion no implicaba PLC, cala PKCs, pero era sensible a toxina
pertussis sugiriendo que estos receptores pueden inhibsistéma de la adenilato
ciclasa a través de cascadas que requieren laciétivde proteinas;f

b) Regulacion de fosfolipasas

Toda la familia de receptores 5-pAIse acopla positivamente a la PLC y tiende a
incrementar la acumulacién de los inositol fosfgt@l C&" intracelular (Boess y
Martin, 1994). Los receptores 5-pAltambién activan otras fosfolipasas, como la PLA
y la PLD (Sanders-Bush, 1990).

c) Regulacién de quinasas

Varios grupos han demostrado que estos receptotiearalas ERK quinasas en
ciertos tipos celulares (Watts, 1998). En célulasculares la activacion de ERK fue
compleja y requirio la participacion de la PLC, t@hales de calcio y la MEK1 (Watts,
1998). Guillet-Deniau (1997) también ha descrit@@plamiento de la quinasa Janus
(Jak) a este subtipo de receptores.

33



Introduccién

d) Regulacion de las vias de proliferacion y apsj#o

Hay estudios que demuestran que la estimulacidosdeeceptores 5-HJk causa
la activacion de ciertas cascadas de sefializaci@ tegnen como destino final
incrementar las cantidades totales de BDNF (fawtoirotréfico derivado del cerebro).
Estos cambios podrian estar relacionados con edrimento en la expresion de BDNF

observado después del tratamiento cronico coneprgdivos (Duman et al., 1997).

e) Canales idnicos

Los receptores 5-Hk incrementan el calcio intracelular, liberandolo lds
depdsitos intracelulares y/o activando canales diioc No sorprende que la
calmodulina (Cam) sea una diana dentro de la vigeializacion a través de receptores
5-HT,a, Ya que es a su vez una diana para la movilizad&ncalcio (Turner y
Raymond, 2005).

2.2. Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide comprende ligandosgend§ para los receptores
cannabinoides, los receptores cannabinoides dsipgrdiversas proteinas implicadas
en la regulacién y metabolismo de los endocanna®soEl primer endocannabinoide
descrito fue la anandamida en el afio 1992 (Devilak £992), y hasta la actualidad se
han descubierto un buen numero de otros agonistdecannabinoides. Estos se
encuentran repartidos sobre todo por la cortezabcalr los ganglios basales y las
estructuras limbicas, y ejercen la mayoria de sosidnes a través de su interacciéon

con los receptores cannabinoides (Elphick y Egearta001).
Se conocen dos subtipos principales de receptmdscannabinoides, el €B

(Matsuda et al. 1990) y el GEMunro et al., 1993). Los receptores & localizan

principalmente en el sistema nervioso central mesntque los receptores &B
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tradicionalmente se habrian localizado en el siataprvioso periférico (Munro et al.,
1993), y por tanto, no son objeto de estudio gardaente tesis, si bien recientemente se

ha descrito su presencia en las células glialesettebro (Pazos et al., 2004)

Los endocannabinoides, o cannabinoides endbégeans,rga familia de lipidos
bioactivos que activan los receptores cannabinqidea que estos puedan ejercer sus
efectos de modulacion de la transmisidon neuralsteugue se sintetizan localmente y a
demanda se encuentran en muy baja concentraciéhaemebro y otros tejidos, donde
participan en la regulacion de varias funcioneglm@es como el control del estado de
animo, el apetito, la memoria y el dolor. Se singt en los terminales postsinapticos,
en un proceso que requiere la entrada dé @ala célula, y se liberan en las regiones
seleccionadas para que ejerzan su efecto sobrptose® presinapticos. Se inactivan
rapidamente debido a un proceso de recaptaciomgnadiecion rapida (Di Marzo et al.,
1994; Piomelli et al., 1998).

El primer endocannabinoide aislado fue la araquiddanolamida o anandamida
(AEA) (Devane et al., 1992). La AEA es un derivadiel acido araquidodnico, se
sintetiza por hidrolisis de su precursor el N-ardguoil fosfatidiletanolamina mediante
la enzima fosfodiesterasa fosfolipasa D. Se redippdamente del espacio sinaptico por
un sistema de recaptacion, y se degrada mediaateiaa acido-graso amino hidrolasa
(FAAH). El 2-araquidonilglicerol (2-AG) es otro emchnnabinoide producido por las
células del sistema nervioso a demanda, a pattinaistol-1,2-diacilglicerol catalizado
por la fosfolipasa C (Di Marzo et al. 1994). Loseales de 2-AG en algunas partes del
cerebro son mayores que los de AEA, y la biosistdsiambas moléculas se controla
de manera separada (Porter y Felder, 2001). Seauons receptores cannabinoides
ejerciendo su accion de manera rapida, y rapidarekién su transporte al interior de la

célula y su degradacién (Mechoulam et al., 1995).
Ademas de AEA y 2-AG existen otros endocannabirsom@n poco conocidos,

como el 2-araquidonil glicerol éter o noladin étéraraquidonoil dopamina (NADA) y
virodamina (Hanus et al., 2001; Waltert al. 200&tér et al., 2002).
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2.2.1. Receptor CB

El receptor CB pertenece a la familia de los GPCRs (receptoreplados a
proteinas G) y estan acoplados negativamentedeldlato ciclasa (AC) y a canales de
calcio, mientras que se acoplan positivamente alesre potasio y a MAP quinasas a
través de proteinasy& (Howlett, 2004). Algunos cannabinoides endégeansbién
producen efectos biologicos mediante la activadiénreceptor vanilloide 1 (TRPV1),
regulador de un canal de cationes activados pmsagapa. También se habla de la
existencia de un subtipo GBYy se cree que existen otros subtipos por descubrir
(Manzanares et al., 2006).

Caracteristicas estructurales

El receptor cannabinoide GBes miembro de la subfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs). Son proteinasmeanbrana con siete dominios
transmembrana hidrofébicos enlazados mediante laess intracelulares y tres
extracelulares. El extremo amino terminal se oaiealtespacio extracelular, mientras
que el carboxilo terminal lo hace hacia el citoplas EI dominio extracelular se
encuentra unido a grupos glucidicos y poseen residie cisteina que participan en
puentes disulfuro que proporcionan estabilidaduesiral en la conformacion de los
receptores. Los agonistas cannabinoides interactdarel receptor a través del poro
formado en su hélice transmembrana (Mukhopadhyasl.et2002). Los tres lazos
citosolicos y un posible cuarto lazo formado pdnilacion en la region C-terminal
contribuyen a la activacion de las proteinas Gddghinio proximal intracelular del C-
terminal (aminoacidos 401-417) es critico pararigmi con la proteina G, y la cola del
dominio C-terminal (aminoacidos 418-472) modulanciaética y magnitud de la
transduccion de sefiales (Nie y Lewis, 2001). Muchfectos cannabinoides son
sensibles a la toxingertussisconfirmando el acoplamiento a proteinag, @i bien hay
evidencias sobre la interaccion de los receptor® €on proteinas & bajo

determinadas condiciones (Howlet et al., 1986).
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Distribucioén

Se ha analizado la distribucion de los recept@Bsmediante estudios de los
sitios de unién de®H]CP-55,940 (agonista de los receptores,)G#h cerebro de rata
(Herkenham et al., 1991). Las concentraciones tas de sitios de unién al receptor
cannabinoide estan en los ganglios basales (estsadtancia negra y globo pélido), el
hipocampo y el cerebelo, todas ellas regiones gagés en el inicio y coordinacion del
movimiento. Esto concuerda con los bien caracteoigaefectos del cannabinoitie-
tetrahidrocannabinolA’-THC) sobre la actividad motora en roedores. Tamlaigta
presente en la corteza cerebral y la amigdala, traemue hay escasos niveles de
expresion en el tronco cerebral, consistente cau$encia de actividad cannabinoide

en las funciones respiratorias y cardiovasculares.

El patron de distribucion del ARNm codificantergdos receptores GBen el
cerebro de rata es similar a la distribucién desltes de unién de’H]CP-55,940 pero
con algunas discrepancias que pueden ser debidagranslocacion de las proteinas
CB; a través de los axones hacia sitios distales slesémnas neuronales donde se
transcriben los genes codificantes para los receptoB (Matsuda et al., 1993).

En estudios inmunocitoquimicos se han ensayaticuanpos para los receptores
CB; para poder estudiar la distribucion de los misniattit et al. (1998) usaron
anticuerpos para los aminoacidos 83-98 localizaaok region membranal de la cola
N-terminal del receptor. Egertova et al. (2003)roisaanticuerpos con diana en el
extremo C-terminal (aminoacidos 461-473) que fosmasegmento mas distal. Todos
estos estudios revelaron un patron de expresiorsguerresponde con la distribucion

de los sitios de unién al receptor cannabinoidéiffs al., 1998; Tsou et al., 1998).

Todos estos estudios aportan evidencias de queceptor CB es el maximo
responsable mediador de los efectos de los caroidbmen el cerebro. Esta teoria es
apoyada por los estudios autorradiograficos emestdKO para el receptor ¢Bn los
que no hay deteccion de sitios de unién patdP-55,940 (Zimmer et al., 1999). Sin

embargo, estudios mas recientes de union de rgalimlos cannabinoides en ratones
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KO para el CB indican un receptor (no GBCB;) que puede estar presente en cerebro
(Di Marzo et al., 2000). De todos modos, en compéracon los datos existentes tanto
de autorradiografia como datos inmunocitoquimiceste posible nuevo receptor
cannabinoide representaria un pequefio componemds deios de union cannabinoide

totales en cerebro de roedor.

Farmacologia del receptor GB

El componente psicoactivo dehnnabis el A>-THC, fue purificado por Gaoni y
Mechoulam en 1964 (Mechoulam et al., 1965), y desa®nces fue ampliamente
utilizado en los estudios de union de radioliganalasceptores cannabinoides, si bien
presentaba numerosos problemas debido a la altealeta lipofilica de la molécula. El
punto clave del desarrollo de los estudios de umiénradioligandos llegd con el
desarrollo de agonistas analogos de la moléculapsipofilicos como el CP-55,940
(Devane et al., 1988). El descubrimiento del seguedeptor cannabinoide (Munro et
al., 1993) hizo necesario el desarrollo de agosistdagonistas selectivos para ambos
receptores, y asi, se sintetizé el primer antatpr@®;, el SR141716A (rimonabant),
gue presentaba afinidad nanomolar por el receptBi, ¢ solamente afinidad
micromolar por el receptor GEBn los estudios con radioligandos (Rinaldi-Carmeina
al., 1994). Mas tarde, se desarrollé el antagoi@8aSR144528 que presentaba unas
700 veces menos afinidad por el receptor G&e por el CB(Rinaldi-Carmona et al.,
1998). En todos esos afios se ha seguido desadmltanto agonistas como el WIN
55,512-2 y el HU-210, como antagonistas, como eRBMo AM251.

Muchos de los compuestos cannabinoides incremémtaisponibilidad sinaptica
de monoaminas en cerebro, cambios que pueden teemdentes para la efectividad
clinica de los antidepresivos. Asi, se ha demastraee la inyeccion de rimonabant
incrementa el flujo de noradrenalina y serotoninale corteza prefrontal media, el
hipotalamo y el hipocampo de rata, y selectivamehfkijo de dopamina y acetilcolina
en estas mismas regiones (Tzavara et al., 200)afaat al., 2003a y 2003b). Esta

selectividad cortical sobre la dopamina tambiéhaebservado con los antidepresivos
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clasicos, incluyendo ISRSs, que también incremes¢antonina y noradrenalina en el
cerebro (Bymaster et al., 2002). En experimentosiideodidlisis llevados a cabo en la
rata, varios antagonistas CBSLV319 y AVE1625) (Smith y Fathi, 2005) también
incrementan la liberacion de dopamina y acetileotinrtical. El sentido de algunos de
los efectos neuroquimicos inducidos por agonistastggonistas CBdepende de la
dosis: en varios experimentos, el antagonista rabhant incrementa la liberacion de
acetilcolina en hipocampo de rata, pero tambiénbafe dosis de un agonista Ciene

el mismo efecto en la misma region cerebral (Tzawdral., 2003b). En definitiva,
parece que, al igual que con los farmacos antide® tipicos, el incremento de la
neurotransmision mediado por monoaminas evocaddogoantagonistas GBoodria
estabilizar una red de neurotransmision implicadaeé control de los procesos
afectivos. Por otra parte, el eje HPA tiene un papecial en la regulacion de la
alteracion del animo. Existe una regulacion atfa @é niveles circulantes de hormonas
glucocorticoides (cortisol en humanos y corticastaren roedores) en la depresion y en
respuesta al estrés. Tras la estimulacion de nasirgme contienen factor de liberacion
de corticotropina se ha visto una activacion de EjPA por mediacion de los
receptores CB (Rodriguez de Fonseca et al., 1995). Ademas, asteer#o de
corticotropina y corticosterona a través de esteseptores se atenud tras la
administracion de rimonabant (Gonzélez et al., 200ddos estos hallazgos anteriores
sugieren un importante papel para el sistema endabioide en la patofisiologia de

la depresion.
Sistemas efectores y segundos mensajeros
a) Modulacion de la actividad adenilato ciclasa

La inhibicion de la actividad de la adenilato cszlaes la transduccion de sefiales
mejor conocida, y quiza la mas importante dentiloralego de acciones que ejerce la
activacion del receptor GBSe describidé en 1984 por Howlett y Fleming (1984)

células de neuroblastoma N18TG2. Esta respuestaléggieada por toxinpertussis

sugiriendo la implicacion de proteinag,GHowlett et al., 1986). Desde entonces, la
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inhibicion de la actividad de esta enzima y la egngnte disminucion en la produccion
de AMPc se ha descrito en numerosas ocasionese(Fetdal., 1993; Hillard et al.,
1999). Esta accion inhibitoria se ha descrito efajas de hipocampo, estriado, corteza
cerebral y cerebelo de rata (Bidaut-Russell etl&90). Ademas, el WIN 55,212-2, el
CP-55,940 y la anandamida inducen este efecto éamdmn membranas de cerebelo
(Childers et al., 1994). Se debe apuntar que et@fentrario, el incremento de AMPc
mediado por agonistas cannabinoides también seeberih, y que dicho efecto es
inhibido tras la administracién del antagonista A#iZBusch et al., 2004), siendo estos
aparentes efectos contradictorios debidos segutamétipo de isoenzima de adenilato
ciclasa presente en cada tipo de tejido (Rhee, €t%7).

b) Modulacion de quinasas

La cascada de las MAP quinasas es clave en losnmeeuss regulatorios como
crecimiento celular, transformacion y apoptosie@uye enzimas como Raf, MEK con
el objetivo final de fosforilar y activar otras petnas. Los receptores CBctivan esta
cascada de MAP quinasas. En astrocitos humanosM@B37AB en células CHO, que
expresan estos receptores, los agonistas HU-21B-$5®40 activan varias de estas
MAP quinasas (Bouaboula et al., 1995) y estos e$eftieron sensibles a toxina
pertussisy al rimonabantin vivo, la administracién aguda d&’-THC induce la
activacion de varias MAP quinasas en el hipocaniperkinderen et al., 2003) y el
cerebelo (Rubino et al., 2004), y todos estos egesé bloguean con la administracion
de rimonabant, sugiriendo la mediacion del rece@8i. EI CP-55,940, el WIN
55,212-2, la anandamida y el 2-AG también estimwanas MAP quinasas en el
hipocampo de rata, siendo bloqueado el efecto moonabant y mostrando estos
agonistas un efecto negativo en el raton KO paracdptor CB (Derkinderen et al.,
2001).

El mecanismo por el que los receptores @&ivan varios tipos de MAP quinasas

no esta claro, aunque se descarta la mediaciorredeptor tirosina-quinasa, y se

proponen otros sistemas de mediacion como la adhivadel PI3K via PKB, siendo
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sensible esta activacion al rimonabant (Gomez digaP et al., 2000; Galve-Roperh et
al., 2002). Otro posible mecanismo implicaria ahsagero ceramida (Sanchez et al.,
1998; Galve-Roperh et al., 2000). Concuerda cdripétesis de la participacion de esta
cascada PI3K/PKB el hecho de que los antagonid®as/ €B; inhiben la estimulacion
de esta via.

Es de gran importancia resefar los estudios dkiridkeren et al. (2003) en los
que elA%-THC indujo la expresién de moléculas como el BDIgFoteinasc-fos y
krox-24, muy importantes en plasticidad sindptic@omo dicho efecto fue revertido
tras el tratamiento mediante la inhibicion de Isceala de las MAP quinasas, sugiriendo
que la regulacion genética mediante la activaceétagd MAP quinasas es un importante

mecanismo fisiolégico por el cual los cannabinoitesiulan la plasticidad neuronal.

c) Canales iénicos

Se cree que la inhibicion de la liberacibn de n@ansmisores en sitios
presinapticos inducidos por la activacién del rémepannabinoide es mediada por la
modulacién de canales idnicos dependientes dejeo#icbien el mecanismo por el cual
se produce este efecto es discutido en la litexahabiendo evidencias de la

dependencia e independencia de la implicacion sleskeptores CB

Hay también evidencias en la literatura sobrentébicion de canales de calcio
tipo N que conducen a un descenso en el flujo deiocacomo se ve tras la
administracion de anandamida, WIN 55,212-2 y CPR&b,(Mackie y Hille, 1992;
Felder et al., 1993) y el que las proteings €tan implicadas. La anandamida inhibe
canales tipo Q de calcio (Mackie et al., 1995), diggm via proteinas e El WIN
55,212-2, la anandamida y el CP-55,940 inhibenleandy P/Q de calcio (Twitchell et
al., 1997). Los canales de calcio tipo L también segulados por la accion de los
cannabinoides como el WIN 55,212-2 (Gebremedhiralgt1999). La anandamida
inhibe también canales de calcio tipo T, aunquechkrsnabinoides sintéticos no han

demostrado tener este efecto (Chemin et al., 2001).
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En células de hipocampo cultivadas, el WIN 552%Berementa la actividad de
los canales de potasio tipo A (Deadwyler et al95)9/ disminuye la actividad de los
canales de potasio de tipo D (Mu et al., 1999),casio los de tipo M (Schweitzer,
2000). Con respecto a canales de sodio, se ha ttadmsjue la anandamida y el WIN
55,212-2 inhiben su actividad en sinaptosomas & idicholson et al., 2003). Los
cannabinoides son también capaces de activar caBHRK como mecanismo para la
inhibicion de la liberacién de neurotransmisoreshse et al., 2001). Ademas, Garcia et
al. (1998) demostraron que la activacion de can@k¥ mediante WIN 55,212-2
podria ser inhibida por la estimulacion de PKCh&lazgo de que una mutacién en los
receptores CBprevenia la habilidad de la PKC de interrumpiadtéivacion del canal
ionico sugirié que la fosforilacion de las proteita acopladas al receptor podria inhibir
esta actividad (Garcia et al., 1998). Asi puesd@mulacion de PKC puede ser un
mecanismo para devolver la excitabilidad neuronahndo los niveles de los

endocannabinoides estan elevados.

2.3. Cambios en los sistemas serotonérgico y caniradde relacionados con la

depresion: estudios postmortem en humanos

2.3.1. Receptores serotonérgicos y transportadose®tonina

Con relacion al receptor 5-HJd, se han descrito cambios adaptativos tanto a nivel
presinaptico como postsinaptico. Por lo que senefal ndcleo dorsal del rafe, se ha
observado un aumento de su densidad (Stockmei, €1997) aunque parece estar
restringido a los aspectos mas rostrales (Boldebai., 2008). En lo que respecta a los
receptores 5-Hja postsinapticos, la informacion disponible es autititoria,
habiéndose observado incrementos o ausencia deéasamlinivel cortical en muestras
postmortem (Arango et al., 1995), en areas tanvaates como la corteza prefrontal por
ser una region implicada en la inhibiciébn de ladiaia (Bechara et al.,, 2000). Sin
embargo, se describen reducciones de la densidaestedios de neuroimagen en

humanos (Sargent et al., 2000; Drevets et al., RE@EVotras areas de proyeccion, como
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el hipocampo, no se ven cambios claros en la dawsiél receptor 5-HE (Dillon et
al., 1991; Lowther et al., 1997; Stockmeier et¥97).

En lo que respecta al receptor 545, Tho hay datos concluyentes en la literatura
sobre cambios en los niveles de expresion y/o umadidad en el cerebro de deprimidos

suicidas.

En cambio es mayoritariamente asumida la preselecambios adaptativos en la
densidad del receptor 5-HJ (regulacion a alta ap-regulatior) en deprimidos suicidas
en areas como la corteza frontal o la amigdalan@oat al., 1990), indicando que estos
receptores estan incrementados en la depresiondiMiupntuwa, 1996); ademas, la
mayoria de los antidepresivos, administrados cedménte, disminuye el nimero de
receptores 5-Hjx en el animal de experimentacion y en los paciedegmimidos
(Goodwin et al., 1984; Peroutka y Snyder, 1980).

En cuanto al transportador de serotonina (5-HR&y, estudios en pacientes con
sintomas recientes de episodios depresivos queadtran la ausencia de cambios en la
densidad del 5-HTT en el rafe dorsal y en el lameruleus (Bligh-Glover et al, 2000;
Klimek et al., 2003). En areas de proyeccion sesgica, como la corteza prefrontal
se ha descrito tanto una disminucion como auseleieambios en la densidad del 5-
HTT (Perry et al., 1983; Austin et al., 2002). ®mbargo, los hallazgos en muestras
postmortem deben ser tomados con cautela porédadgeineidad de los casos incluidos:
variabilidad en el estadio clinico de la depresitayor, presencia de otros trastornos
psiquiatricos como la enfermedad bipolar, asi cpmegencia o ausencia de tratamiento

antidepresivo (Stockmeier, 1997; Meyer, 2007).

2.3.2. Sistema endocannabinoide: receptor{CB
Estudios postmortem en muestras cerebrales demiddps y estudios genéticos

han sugerido una relacion entre estos receptol@s tyastornos afectivos. Los niveles

de expresion del receptor €¥Bsu funcion estan incrementados en la cortezaqmtezi
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de pacientes deprimidos y alcohdlicos suicidas ¢dad et al., 2004), mas que en
alcoholicosper se(Vinod et al., 2005). Aunque aun no es posiblerpretar en detalle
las causas o consecuencias del incremento de #izesion CB en deprimidos, es
evidente que este hallazgo apoya la participaceirsidtema endocannabinoide en la
patogenia de esta enfermedad. Por otro lado, sedéserito varios polimorfismos
correspondientes al receptor £LBCNR1) (Zhang et al., 2004). El uso crénico del
cannabis también parece estar asociado con redescen la actividad neuronal en
regiones corticales frontales que son cruciales [sadepresion y el aprendizaje (Gruber
y Yurgelun-Todd, 2005). Otras evidencias de la lgesimplicacion del sistema
endocannabinoide en la depresion se derivan dédareacion de que el tratamiento
con farmacos antidepresivos modula la actividadreletptor CB (Hill et al., 2006a y
2008), asi como de la existencia de un estado caampental “pseudodepresivo” en los

animales knockout para este receptor (Martin eP80D2).

Basandose en los hallazgos neuroquimicos, se hiiotpie antagonistas como el
rimonabant, el AM251 y otros (Gatley et al., 199@gberian presentar efectos
beneficiosos en diversos tests antidepresivos. édagencias confirmatorias sobre la
implicacion de los receptores €Bn los efectos antidepresivos del rimonabant y del
AM251 en diversos test de depresién como el tesh daspension de la cola o el de la
natacion forzada (Tzavara et al., 2003a; Shermaih,e2003; Griebel et al., 2005). Un
dato crucial para la demostracion de la eficact&depresiva de estos antagonistas es
qgue el ratébn KO para los receptores; @B presenta los efectos antidepresivos tras la
administracion de AM251 (Witkin et al, 2005).

2.3.3. Interrelacién entre los sistemas endocanmadde y serotonérgico: implicaciéon
en la neurobiologia y tratamiento de la depresién

Hay varias evidencias preclinicas sobre la modaitacie la neurotransmision
serotonérgica por el sistema endocannabinoide: reegptores CBy enzimas que
regulan los niveles cerebrales de anandamida (FA@iH)kel nucleo dorsal del rafe

(DRN) del cerebro de raton (Egertoetal. 2003), origen de las vias serotonérgicas; lo
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cannabinoides producen efectos conductuales sewilarlos antidepresivos activando
las neuronas serotonérgicas del rafe dorsal (Bandtial. 2007); la accion de los
agonistas CBincrementa la tasa de descarga de las neuronatersengicas del rafe
dorsal (Gobbet al. 2005), suprime la liberacion de serotonimdaecorteza cerebral de
raton (Nakaziet al. 2000) y bloquea la recaptacién de serotoamba corteza cerebral
de rata (Banerjeet al. 1975) mientras que los antagonistas €mulan la liberacion
de serotonina en la corteza prefrontal de ratavdraeet al. 2003a). El tratamiento
cronico con cannabinoides parece regular a lalaltactividad del receptor 5-HA
mientras que regula a la baja la actividad delptee5-HT;5 en cerebro de rata, un
fendmeno similar al que se observa en la deprgsidhet al. 2006b); también se ha
encontrado un descenso en la funcionalidad dedosptores 5-Hia y 5-HTac €n
ratones knockout del receptor C&ue exhiben un fenotipo tipo depresivo (Mato et al
2007).

Por otro lado, existen evidencias sobre la modaitede la actividad cannabinoide
mediante la manipulacion farmacoldgica de la trasigm serotonérgica en el cerebro,
casi todas provienen precisamente de estudioszadab tras la administracion de
antidepresivos. El tratamiento agudo con fluoxetmadula la hipotermia inducida por
°A-tetrahidrocannabinol en la rata (Malone y Tayk®98), un efecto en el cual parece
que estan implicados los autorreceptores somatoitiend 5-HT;4 (Malone y Taylor
2001). El tratamiento cronico con fluoxetina disoye la expresion de genes
codificantes para el receptor €8n el caudado-putamen (Olieaal. 2005) del cerebro
de rata, y el tratamiento cronico con citaloprasmdinuye el acoplamiento a proteinas
G mediado por receptores cannabinoides €&Bel hipotalamo y el hipocampo de rata,
dos areas muy importantes en el control de la fumcieuroendocrina y animica
(Hesketh et al. 2008); sin embargo, la administracion cranigel antidepresivo
desipramina, un farmaco que no actla a través dmhibicion selectiva de la
recaptacion de serotonina, induce un incrementia densidad del receptor ¢Bn el

hipocampo y el hipotdlamo del cerebro de rata @ifll. 2006a).
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3. Mecanismo de accion de los antidepresivos

3.1. Generalidades

Mucho de lo que se sabe sobre la patofisiologila diepresion se ha descubierto
gracias el estudio del mecanismo de accién de mbislegresivos. Sin embargo, el
desarrollo de estos farmacos ha sido largo, a vemssal, y la etiologia exacta de la
depresiéon continta siendo desconocida. Los primagestes descubiertos en los afios
cincuenta del siglo pasado incluyen antidepreditoilicos (TCAS) e inhibidores de la
monoamino oxidasa (IMAQOs). La eficacia antideprasie los TCAs, que fue la piedra
angular de los tratamientos hasta los afios noveataasa en su habilidad para modular
la transmision sinaptica de noradrenalina y seiotorEn particular, la clomipramina,
qgue inhibe la recaptacién de la serotonina direetaeny la noradrenalina a través de
uno de sus metabolitos, ha probado ser mas efepiwdos inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (ISRSs) en la depresiégyom(Vestergaard et al., 1993;
Gram 2008). Sin embargo, mientras que estos agjantselectivos son antidepresivos
efectivos, su utilidad se ha visto limitada por le$ectos anticolinérgicos y
cardiovasculares adversos asociados a estos misompguestos. Los IMAOs estan
asociados con hipertension y con interaccionesot@s farmacos, y a consecuencia de
ello, generalmente no son utilizados (Feighner,9199a pobre tolerabilidad y los
riesgos asociados con estos antidepresivos haadieea la busqueda de agentes mas

selectivos.

Al comienzo del desarrollo de nuevos farmacos eptiesivos, hubo mucho
interés en el sistema serotonérgico, y en su aslniacon la patofisiologia vy
tratamiento de la depresion. Esto condujo a ladhiccion en esos afios de los ISRSs,
gue dominaron el campo del tratamiento de la depre=sn la década de los 80. Ya que
estos compuestos demostraron poca 0 ninguna aimda losa-adrenoceptores del
sistema noradrenérgico, como tampoco por los remepimuscarinicos colinérgicos, o
receptores de histamina, presentaban muchos mefeasose adversos que los
tipicamente asociados a los TCAs (Peretti et 8002 Sin embargo, la habilidad de

varios farmacos de este tipo para inhibir diversagimas del citocromo P450, hace
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incrementar las posibles interacciones con otroadéos (Ereshefsky, 1996). Aun asi,
los ISRSs han sido ampliamente usados para ehiexiéo de trastornos afectivos,
aungue estan asociados con un comienzo de accitm le que es una limitacion para
la adecuada eficacia clinica en el tratamientoadeéepresion mayor (Feighner, 1999).
De hecho, la busqueda ha continuado y continla ¢aefiar y desarrollar nuevos
farmacos con la esperanza de encontrar farmacognzogeficacia mas alta y sobre todo
con un comienzo de accién mas rapido. Debido am@kiples evidencias sobre la
implicacion de ambos sistemas, serotonérgico ydnergrgico, en la etiologia de la
depresiéon (Delgado y Moreno, 2000), se han intrioiduaun amplio rango de
antidepresivos que actuan sobre ellos, como laafsedqha, nefazodona, mirtazapina y
reboxetina (Kent et al., 2000). Por ejemplo, lalafxina es la primera de una nueva
clase de farmacos conocidos como inhibidores dukdda recaptacion de serotonina y
noradrenalina (SNRIs), bloqueando los transportside ambas aminas; la nefazodona
es un antagonista potente de los receptores 5yH3-HT3; y, la reboxetina es un

inhibidor selectivo de la recaptacion de noradieag|Stahl, 1998).

De cualquier manera, el gran reto que afecta ard#k de nuevos farmacos con
potencialidad antidepresiva consiste en lograr rsugas hipotesis monoaminérgicas, y
lograr moléculas cuyo mecanismo de accién se hasesemdultiples hallazgos que en
los dltimos afios han relacionado a la depresion laoalteracion de otros sistemas
(peptidérgicos, aminoacidicos, mecanismos de getadn intracelular) (Adell et al.,
2005; Mathew et al., 2008). Aunque el trabajo d€r sentido esta siendo muy intenso,
hasta ahora no ha llegado todavia a la clinicaumagmolécula de este tipo: la
investigacion llevada a cabo sobre farmacos antsigende neuroquininas (sustancia P)
y sobre antagonistas de receptor CRF (Nemerofflg,\2805) son dos buenos ejemplos
de ello: en el primer caso, la ausencia clara da@h ha dado lugar a que el trabajo en
este ambito se haya ralentizado en los ultimos @flctean, 2005); en el segundo
caso, tampoco se ha llegado todavia a desarratiguma molécula que haya alcanzado
ya con éxito la fase Il de ensayo clinico. Estaasiion ilustra la dificultad de conseguir
nuevas aproximaciones terapéuticas alejadas @edtorina y la noradrenalina, aunque
las modernas teorias neurogenéticas invitan aetsivamente optimistas de cara al

futuro.
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3.2. Modos de accién de los antidepresivos

La evolucion sobre el desarrollo de nuevos antespos, como los ISRSs, y los
SNRIs, y los conocimientos adquiridos sobre su men# de accion, han ayudado a
establecer conceptos claros como el que la senatonila noradrenalina juegan un
papel decisivo en la patofisiologia de la depresibe hecho, los pacientes con
depresion mayor tratados con estos agentes mejoasnel tratamiento cronico
(Delgado, 2000). Aunque la serotonina y la noraaliea tienen acciones
independientes, no deberian ser consideradas dstadas la una de la otra, ya que los
dos sistemas estan, de hecho, intimamente conectadel sistema nervioso central
(Gorman y Sullivan, 2000). Del locus coeruleus sargroyecciones noradrenérgicas
gue estan relacionadas con proyecciones serotoagrguyos cuerpos neuronales estan
en el rafe mediano y dorsal, y activan las mismascadas de sefalizacion
intracelulares (Duman et al., 1999). Por otro ladmbos sistemas proyectan
generalmente a las mismas zonas cerebrales eelpagatomparten sistemas efectores
en sus dianas postsinapticas. No se ha descubigrtan mecanismo de accion sencillo
para todos los antidepresivos, y no parece queaexisbido a la complejidad y
heterogeneidad natural de la enfermedad (Richel€g9Y,).

Hoy dia hay tres vias farmacoldgicas que se wsanobjeto de restaurar el
balance monoaminérgico: inhibicibn de la recaptadi@ monoaminas, bloqueo de
autorreceptores, e inhibicion de enzimas que degratbnoaminas, particularmente la
monoamino oxidasa (Richelson, 1997). El efectd filgacada uno de estos mecanismos
de accidbn es incrementar la concentracion de lasoaminas serotonina y
noradrenalina disponibles a nivel sinaptico par& @etlen sobre sus receptores
postsinapticos. Debido a que se conoce mucho rfeejmodulacién presinaptica de la
actividad de estas monoaminas que sus sistemasorefecla mayoria de los
tratamientos antidepresivos actla preferentemerdseanivel presinaptico de ambos

sistemas de neurotransmision.
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Figura 3. Esquema ilustrativo de la neurotransmisién seéotgioa. Los autorreceptores
somatodendriticos y del terminal sinaptico asi caintvansportador de 5-HT controlan la
actividad de la neurona presinaptica. En la neupmssinaptica se indican los distintos
subtipos de receptores serotonérgicos. Todos estios son lugares potenciales de
actuacion y de modulacion de los antidepresivos.

3.2.1. Inhibicién de la recaptacion: blogqueo dehtrsportador de 5-HT

Este modo de accién de los antidepresivos impécaHtibicion o el bloqueo de
los transportadores responsables de la recaptdeidas monoaminas, lo que se suele
conocer como inhibidores de la recaptacion. Cudieg@a un potencial de accion a la
terminal nerviosa se produce una liberacion de ateansmisores en el espacio
sinaptico, donde se une a sus receptores pre gim@sticos. En estado normal, el
exceso de neurotransmisor (la cantidad de neuswtigor disponible que no se une al
receptor postsinaptico) se transporta activamepteedreso a la terminal nerviosa,
donde se almacena en vesiculas para la libera@brigliente impulso nervioso. Se
asume que una inhibicion del transportador puedgorare significativamente la

neurotransmision (Richelson, 1997).

Esta accién que incrementa la efectividad paftsioa del neurotransmisor es el
mecanismo de accion de la mayor parte de antidepseactualmente disponibles. Sin
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embargo, este modelo simple de mejora de la nemotision podria tener mas
limitaciones de las que puede parecer en un pimci@m administracién crénica de
estos farmacos puede resultar en un mecanismo osatpeo que, a la larga, module
su eficacia. El bloqueo de la recaptacion del rteamsmisor puede llevar a cambios
compensatorios homeostaticos en la sensibilidad dqlee se conoce como
desensibilizacién) y/o a cambios en la densidasiudereceptores postsinapticos (lo que
se conoce como regulacion a la baja del receptlmwmregulatiof), a consecuencia de
un incremento de la concentracion sinaptica delrateansmisor. Por lo tanto, la
inhibicion crénica de la recaptacion de serotominade llevar a la regulacién a la baja
de los receptores serotonérgicos postsinapticosigdel no se comprende en su
totalidad, se ha postulado que la regulacion aja tee dichos receptores postsinapticos
podria contribuir a la pérdida de los efectos #@uipos observada tras el tratamiento

cronico con algunos antidepresivos (Byrne y Rotiesd¢h1998).

3.2.2. Blogueo de autorreceptores

Ademas de los efectos postsinapticos que acabaneosmencionar, los
neurotransmisores también se unen a los receicesmapticos que inhiben su propia
liberacion, limitando los niveles sinapticos de noén@nsmisor. En el caso de la
serotonina, los receptores somatodendriticos HxHpresinapticos (denominados
autorreceptores) inhiben su liberacion por redlmirtasa de descarga o actividad
eléctrica neuronal (Sprouse y Aghajanian, 19871 .eBibargo, una exposicion crénica a
esos niveles incrementados de serotonina, evergngnproduce la desensibilizacion
del autorreceptor 5-HR, resultando, por tanto, en una mejora de la |dénade
serotonina a nivel de los terminales serotonérgimotas areas de proyeccion (Blier y
Montigny, 1990). El retardo en la accion terapéutijcie se ve con los ISRSs se cree
que esta asociado, en parte, con esa activaciopermatoria de los autorreceptores 5-
HT1a en los nucleos del rafe y el tiempo que se taada gue ocurra esa regulacion a la
baja y/o desensibilizacién de esos autorreceptdernbién los receptores presinapticos
5-HTigp que estdn presentes en las terminales nerviosatriboyen a la

autorregulacion de la actividad serotonérgica. matatniento crénico con algunos
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antidepresivos se ha visto que también causarieedalacion a la baja de estos
receptores (Blier y Montigny, 1994).

El receptor ap-adrenérgico es el autorreceptor que modula lardddén de
noradrenalina desde las terminales nerviosas rewédricas (Richelson, 1997). De
forma similar a lo descrito para los autorreceofeHT;a Y la serotonina, la
estimulacion de estos receptorgsadrenérgicos inhibe la liberacién de noradrenalina
El tratamiento cronico con farmacos produce unauaeion gradual de este mecanismo
inhibitorio de retroalimentacion, posiblemente comesultado de la desensibilizacion
de dichos autorreceptores (Lacroix et al., 19918. liecho otro antidepresivo, la
reboxetina, que actia como inhibidor selectivo alerdcaptacion de noradrenalina
también produce una desensibilizacion funciona¢stes autorreceptores adrenérgicos
(Inverizzi, 2001); sin embargo, no todos los amngidsivos causan desensibilizacion
funcional de los autorreceptores adrenérgicos smmatiriticos, asi pues es dificlil
asignar una importancia concreta a este fenOmena eficacia de los antidepresivos.
Otros adrenoceptores pueden ser alterados en stapw@e la terapia cronica
antidepresiva: por ejemplo, se ha observado unalaegn a la baja de lo§-
adrenoceptores y una regulacion a la alta de-adrenoceptores (Baker y Greenshaw,
1989). En este contexto y con independencia decémsbios a largo plazo en los
adrenoceptores centrales, hay estudios clinicos sjpggeren que cambios en la
disponibilidad de los niveles de catecolaminas reégg podrian influenciar

significativamente la eficacia de los antidepresi{@elgado et al., 1993).

Existen estudios del grupo de Artigas en los queidministracion de pindolol,
un antagonista parcif-adrenérgico/5-Hi,, acelera el inicio de la accion de varios
antidepresivos (Artigas et al.,, 1996). Desde emsnse ha usado en numerosos
experimentos para analizar el mecanismo exactasideedecto, y asi poder mejorar la
respuesta clinica en pacientes resistentes a dsvératamientos. El pindolol se uso
inicialmente por su habilidad para bloquear lapuwestas inhibitorias mediadas por el
receptor 5-HTa y por mejorar los efectos neuroquimicos de 10sS§R5in embargo,
estudios posteriores indican que las propiedaddssyefectos inducidos por este

compuesto son complejos y que es necesario ehoantinvestigando con mas detalle
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la utilidad y eficacia de su coadministracion ai@aies deprimidos en tratamiento
antidepresivo (Artigas et al., 2006).

3.2.3. Blogueo de receptores postsinapticos

Un mecanismo de accion alternativo de algunos eymtesivos es el bloqueo de
receptores postsinapticos. La nefazodona es anssgaie los receptores postsinapticos
5-HT,a potente y relativamente selectivo; ademas tierreaatividad moderada como
inhibidor de la recaptacién de serotonina y nonaaliea (aunque la inhibicién de la

recaptacion de noradrenalina no parece contribsur eficacia clinica).

Se ha demostrado que el bloqueo de los receptoiid3,n mejoraria la
funcionalidad de los receptores 54T Cowen et al., 1987). Ademas, al igual que lo
observado con los inhibidores de la recaptaciotragmiento crénico con nefazodona
regula a la baja los receptores 5J4Ty los Bi-adrenoceptores, una accion que

incrementaria la activacion de los receptores psHbdstsinapticos.

3.2.4. Inhibicién de la monoamino oxidasa

La serotonina y la noradrenalina son metabolizpdada monoamino-oxidasa A
(MAO-A) mitocondrial. Los farmacos que inhiben eletabolismo de la MAO
(IMAOSs) producen una elevacion en las concentrasaextracelulares (sinapticas) de
monoaminas tales como la serotonina, la noradrenglia dopamina, lo que resultaria

en la accion antidepresiva.

Después del incremento inicial en las monoaméxamcelulares ocurren cambios
adaptativos, similares a aquellos asociados a3B$S$, como son la desensibilizacion
y/o la regulacion a la baja de varios receptoresgaminérgicos (Blier y Montigny,
1994; Baker y Greenshaw, 1989).
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3.2.5. Efectos de la inhibicion de la recaptacida gerotonina y noradrenalina

A dosis clinicamente relevantes, los ISRSs incréamernas concentraciones
extracelulares de serotonina en los nucleos del HEmMos comentado que la activacion
de los autorreceptores 5-kHhTsomatodendriticos por la propia serotonina pone en
marcha la retroalimentacion negativa limitandoehsncremento de la serotonina en la
sinapsis, lo que resultara en una disminucion dib&acion de serotonina por las
terminaciones nerviosas. Este fendmeno es el caudahretardo en la eficacia clinica
de estos antidepresivos, pues limita significatieara los incrementos de serotonina
inducidos por el antidepresivo: grandes dosis RSEScausarian pequefios incrementos
de serotonina extracelular en varias areas ceesbfRomero y Artigas, 1997; Hervas y
Artigas, 1998). Estudios preclinicos han demostmgqui® la administracion sistematica
de paroxetina y fluoxetina (3-10 mg/kg) provoca meremento limitado de la
serotonina central. El bloqueo de los autorreceptérHT A con antagonistas selectivos
ha demostrado mejorar significativamente los efeabegativos de estos ISRSs
previniendo la retroalimentacion negativa de laibiion de serotonina (Romero y
Artigas, 1997). Asi pues, podria ser posible mejlaraficacia de los ISRSs y reducir el
retardo en la mejora clinica de los pacientes oarda de la coadministracion de
agentes como el pindolol o nuevos antagonistasctesele que bloqueen los
autorreceptores 5-HZ: estudios clinicos parecen demostrar una redu@eicel tiempo
necesario para el inicio de la accion antidepregiuana rapida mejoria en algunos
pacientes resistentes a tratamientos (Artigas gd2el2001). De todos modos, hemos
comentado que las propiedades y los efectos indsicbr compuestos como el
pindolol son complejos y que es necesario el naatiinvestigando con mas detalle la
utilidad y eficacia de su coadministracion a paesndeprimidos en tratamiento

antidepresivo (Artigas et al., 2006).

La venlafaxina es un inhibidor dual de la recagtacle monoaminas que bloquea,
por tanto, la recaptacion de serotonina y noradirenay que parece inducir una
respuesta mas rapida que la de los ISRSs (Montgoii@95). Con respecto al bloqueo
de la recaptacion de serotonina, la venlafaxinaoseporta como un ISRS, e inhibe

potentemente la descarga del rafe dorsal a trawéa dctivacion de los receptores 5-
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HTi1a @ no ser que la venlafaxina se administre en awackiin con WAY 100635
(Dawson, 1999), antagonista del receptor 3A41En ese caso, ocurre un incremento
dosis-dependiente perfectamente claro en la coraédnm sinaptica de serotonina a
nivel terminal de las vias serotonérgicas. Datésiods sugieren que la respuesta al
tratamiento con venlafaxina exhibe una relaciéntpasdosis-respuesta (Kelsey, 1996)
a diferencia de lo que parece observarse con las doecientes de ISRSs. Como
consecuencia, se puede decir que la venlafaxinaceofigran flexibilidad en el
tratamiento de la depresion. De forma similar, layudios que sugieren que el
tratamiento de la depresion mayor con una comhdnade desipramina y fluoxetina
resulta en una desaparicion de todos los sintomasuatro semanas en una gran
proporcion de pacientes, un efecto mucho mayor aurela sola administracion de
desipramina. Todos estos datos sugieren un grafitienterapéutico en el tratamiento
con antidepresivos cuando se inhiben tanto el rsssteserotonérgico como el

noradrenérgico (Nelson, 1991).

4. Bulbectomia olfatoria bilateral en la rata comaun modelo animal de

depresion cronica

Aunque esta ampliamente reconocido que los medafomales de trastornos
afectivos no son completamente congruentes colondi@on humana, esta aceptado
gue hay una serie de criterios minimos que un moaeimal debe cumplir para estar
validado como modelo de depresion animal. En resumestos modelos animales
deben asemejarse a la condicion humana en varmpetas (McKinney y Bunney,
1969) incluyendo:

1.Similitud fenomenolégica entre la conducta exhibpda el modelo animal y
los sintomas especificos de la condicion humanaézaaparente)
2.Atenuacion de los sintomas mediante tratamientestiedbs en humanos

(validez predictiva)
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3.Aparicion de los sintomas en el animal tras sucesmmparables que
desarrollen la enfermedad en humanos (valideZogiica)

4.Implicacion de procesos neuroquimicos similareBdga constructiva)

Nos centraremos en este estudio en un modelo ordeicepresion, ya que en el
tratamiento clinico de la depresion se tardan sas&nanas en observarse los efectos
terapéuticos de los antidepresivos; por el comiyam los modelos animales agudos de
depresion la actividad antidepresiva se detectaedmmamente después de la
administracion aguda y unica del antidepresivomBtelo elegido no so6lo debe tener
validez aparente probada, sino que debe mantegemsse estado “anormal” durante un
prolongado periodo de tiempo, durante el cual vadaninistrarse el farmaco
antidepresivo para poder comprobar asi la validedigtiva del modelo asi como para

poder estudiar su posible validez constructiva.

La experimentacion y el estudio del mecanismo d#@dacantidepresiva en un
buen modelo de depresion animal no solo son de gfitlad de cara a las pruebas
tradicionales de antidepresivos conocidos, sino quede ser una herramienta

fundamental para el descubrimiento de nuevos grede/os.

El modelo en el que centramos nuestro estudio @sodkelo de la bulbectomia
olfatoria bilateral en la rat8prague-Dawleyque se acerca bastante al cumplimiento de
todos los criterios necesarios para ser considaradmen modelo animal de depresion.
Este modelo se caracteriza metodolégicamente patvlécion de los I6bulos olfatorios
de la rata, causando una serie de cambios de divardole (conductuales,

neuroquimicos, inmunoldégicos, estructurales...) qeeedbiremos mas adelante.

4.1. Anatomia del sistema olfatorio en la rata
Los bulbos olfatorios son extensiones bilaterale$ whlencéfalo rostral y

constituyen un 4 % de la masa total del cerebrarenindividuo adulto (Cain, 1974).

La ablacion de los bulbos supone un impacto gravasfunciones cerebrales debido a
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la gran cantidad de conexiones eferentes con ameas y subcorticales, y que no son
debidas solamente a la anosmia producida. Ademapragucen cambios muy
importantes consecuencia de la degeneracion andeil@g retrogada neuronal en areas
relacionadas con los bulbos (Schoenfeld y Hamiltt®/7). A nivel celular, estos
cambios se traducen en alteraciones en el numkduncion sinptica, en los brotes
neuronales, en las espinas dendriticas y una dmiérv general (Van Riezen y
Leonard, 1990). Se ha postulado por Duman que @mbeurodegenerativos
cualitativamente similares ocurren en pacientes depresion mayor (Duman et al.,
2000 y 2001).

La rata posee dos Organos quimiorreceptores eravaad nasal, siendo el
primero el epitelio olfatorio que envia axones albb olfatorio principal y al 6érgano
vomeronasal, que es el segundo érgano quimior@cepfue a Su vez envia
proyecciones al bulbo olfatorio accesorio. Hay degiones anatémicamente bien
diferenciadas en el bulbo olfatorio principal, tagide células de la capa exterior e
interior respectivamente. La capa o region masreatee compone de células que son
principalmente dopaminérgicas y GABAérgicas. Laacapas interna se compone
principalmente de células que incluyen neuronasot@eérgicas, colinérgicas,
noradrenérgicas, y neuronas que contienen encafalnsustancia “P” (Halasz y
Shepherd, 1983). Las células mitrales del bulbatalio principal proyectan a nucleos
mas centrales, como la corteza piriforme postetéogmigdala (regiones anteriores y
posterolaterales de los nucleos corticales), yoldeza entorrinal (Haberly y Prize,
1977). Estas proyectan a regiones rostrales coroortaza piriforme anterior (Haberly
y Prize, 1977; Brunjes, 1992). Por su parte, propees de los nucleos olfatorios
accesorios incluyen el tracto olfatorio dorsal, dmigdala (regiones mediales y
posteriomediales de los nucleos corticales) peal nucleus stria terminali@NST)
(Leonard y Tuite, 1981).

Las fibras del bulbo olfatorio principal proyectalntracto olfatorio lateral a través

del bulbo olfatorio accesorio, por tanto una lesénlos bulbos olfatorios accesorios

afectaran irremediablemente al bulbo olfatorio gipal.
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Figura 4. Diagrama de las conexiones anatémicas entre limdbwlfatorios y otras regiones cerebrales.
VNO, 6rgano vomeronasal; MOB, bulbo olfatorio pipat; AOB, bulbo olfatorio accesorio; DOT, tracto
olfatorio dorsal; AON, nlcleo anterior olfatoriojrPcorteza piriforme; ACo, corteza amigdalar; PL.Co
nacleo posterolateral cortical de la amigdala; AParteza piriforme anterior;; Ent, corteza entaalj me,
nacleo medial de la amigdala; Pmco, corteza pegdatina; BNST,bed nucleus stria terminalisMFB,
mesencéfalo medial. Tomado de Song y Leonard (2005)

Se ha propuesto que los nucleos superficiales @nigdala son un sitio muy
relevante para la integracion sensorial olfatooaeifatoria. Dentro de la misma
amigdala, las areas que reciben inervacion tantdowbo olfatorio principal como
accesorio estan estrechamente conectadas (McDdt28@). Las regiones a su vez
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inervadas por la amigdala son de especial impodaBEBNST esté considerado como
una extension de los nucleos mediales y centdalda amigdala debido a su estructura
similar (Amaral et al., 1992). Otras dianas derlasleos mediales a través del BNST
son el hipotalamo medial, el anterior y el ventrdrak asi como el area predptica
media. Los ndcleos centrales, también via BNST atanecon el ndcleo accumbens, el
caudado putamen y el hipotalamo (Alheid et al.,8099unto a estas proyecciones, el
componente dorsal del BNST proyecta a los nuclesdssepto lateral y a las areas

olfatorias El componente ventral también conedtes @reas hipotalamicas y preopticas.

Otra area que recibe conexiones de los bulbosodlfates el mesencéfalo medial
(MFB), que esta estrechamente relacionada con &TBIY es la mayor fuente de
terminales noradrenérgicas y serotonérgicas debhbuaifatorio (Van Riezen y Leonard,
1990). Axones que se originan en los nucleos améyiolfatorios, en el tubérculo
olfatorio y en la corteza piriforme, terminan enplarcion ventral del MFB (Powell et
al., 1965). Muchos de estos axones entran en el M&Eamigdala y contindan en el
mesencéfalo dorsal. EL MFB dorsal recibe conexiamashipocampo, el septo, los

nucleos de Broca, la corteza frontal y el niclezuatbens (Millhouse, 1969).

Asi pues, se produce una denervacion, al memasapan todas estas regiones
tras la lesion producida por la bulbectomia. Rasuttafiadas aferencias colinérgicas y
GABAérgicas que proyectan desde el area de Brpoayecciones serotonérgicas desde
el rafe (Cairncross et al., 1979), lo que concueittn la pérdida de neuronas del rafe
que se detecta tras la bulbectomia (Nesterova .etl@97), asi como aferencias

noradrenérgicas que proceden del locus coeruldugl€$ et al., 1985).
Evidentemente, muchas areas inervadas desdebal msultan dafiadas tras la

bulbectomia como pueden ser la corteza, el hipoocampamigdala, y los ya citados

nacleos locus coeruleus y rafe dorsal.
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Figura 5. Esquema ilustrativo de las aferencias y eferendéasos bulbos olfatorios. ACh,
acetilcolina; AON, nucleo olfatorio anterior; DAppamina; Entor, cortex, corteza entorrinal;
Glut, glutamato; H.l.d.b.b., limbo horizontal detdanda diagonal de Broca; HIS, histamina;
Hypo, hipotdlamo; Locus c. locus coeruleus; Mammer@os mamilares; NA, noradrenalina;
Nucleus acc., ndcleos accumbens; Sub. Nigra, sufstagra; Ventral teg, area, area tegmental
ventral

4.2. Cambios en los sistemas de neurotransmision krrata bulbectomizada

4.2.1. Sistema serotonérgico

Esta ampliamente aceptado que un defecto en ladfuiserotonérgica juega un
papel fundamental en la psicopatologia de la depre&l hallazgo de que tanto la
serotonina como su metabolito principal estan rgkhsc en el cerebro de la rata
bulbectomizada es de gran relevancia y muy sinadldo descrito en los primeros
estudios en el LCR de humanos deprimidos. (Jancéaonard, 1984; Lumia et al.,
1992). Connor et al. (1999) han demostrado quédadcion del metabolito principal
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de la serotonina, el acido 5-hidroxiindol acétiBeH|AA) del nldcleo accumbens esta
reducida tras la bulbectomia. Las disfunciones legistema serotonérgico son mas
aparentes en la corteza amigdaloide, la corterdailry el cerebro medio (Redmond et
al., 1997). Ademas, estas alteraciones son regsrtichs el tratamiento cronico con

antidepresivos (Song y Leonard, 1995).

Hay evidencias histoldgicas de una hiperinervade las fibras serotonérgicas de
la corteza frontal tras la bulbectomia (Zhou et 4P98), una reduccién en las
concentraciones de serotonina asi como un increnwmpensatorio en la actividad
triptéfano-hidroxilasa, en la expresion del 5-HTBly el nimero de receptores ST
(Huether et al., 1997; Grecksch et al., 1997). %e dmcontrado en las ratas
bulbectomizadas una reduccidén en la recaptaciosedatonina tritiada en plaquetas,
revertida tras el tratamiento crénico con desipr@md sertralina. También se ha
detectado un incremento en la densidad de los tiamesp5-HTEA en las membranas de
plaguetas, aunque presentaban una respuesta r@dutnd efectos estimulantes de la
serotonina exdgena (Butler et al., 1988). Todossesambios se normalizan tras el
tratamiento cronico con antidepresivos. Ademaspsestambios en el sistema
serotonérgico de la rata bulbectomizada son, em mpanera, similares a los descritos

en pacientes con depresion mayor.

Hay estudios conductuales que también demuesdratisfuncion del sistema
serotonérgico en la rata bulbectomizada, comoce¢imento en la actividad locomotora
en respuesta a la fenfluramina, agente liberadosedetonina (Van der Stelt, 2005).
Estos resultados sugieren que tanto el mecanisntibetacion de serotonina, como la
funcionalidad el receptor postsinaptico 5-i{Testarian incrementados tras la
bulbectomia olfatoria. Aunque hay un incrementoleemnespuesta a la ipsapirona, un
agonista del 5-Hi, otros agonistas, como el 8-OH-DPAT, no producehalefecto
(Kelly et al., 1997). Es interesante observar dgereos de estos mismos cambios se

han descrito en pacientes con depresion mayor.

Con respecto al receptor 5-HJ no se han desarrollado experimentos para

determinar su localizacion y funcionalidad en Etss bulbectomizadas.
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4.2.2. Sistema noradrenérgico

Hay diversos estudios que demuestran una dismimud® los niveles de
noradrenalina cerebral (Van Riezen y Leonard, 1980¢sar y Leonard, 1984; Song y
Leonard, 1995) en este modelo animal y que elniatao cronico con amitriptilina
revierte esta disminucion (King y Cairncross, 19#4) estudios més recientes también
se ha observado el mismo efecto con desipramihdSRS sertralina (Song y Leonard,
1995). Por otro lado se ha descrito un incrementolae densidad de lo$-
adrenoceptores en linfocitos y en la corteza anogtia de las ratas bulbectomizadas
(Van Riezen y Leonard, 1990). La densidadiB@drenoceptores en regiones corticales
también esta incrementada en las ratas bulbectdaszéHong et al., 1987). Estos
cambios presumiblemente reflejarian un incremeptopensatorio en el numero de
receptores como consecuencia de una reduccion mierdarenalina cerebral. A pesar
del incremento de los2-adrenoceptores en cerebro, la respuesta funcamastos
receptores esta reducida como se refleja por lacoash del efecto hipotérmico
inducido por clonidina; la respuesta de la hormdeacrecimiento a la clonidina
también esta reducida en la rata bulbectomizadag($d_eonard, 2005). Los cambios
observados en la funcion y en el nimero deulb&drenoceptores son similares a los
observados en enfermos con depresion mayor y endastras cerebrales postmortem

de deprimidos suicidas (Meyerson et al., 1982).

4.2.3. Otros neurotransmisores clasicos: acetiloalj glutamato y GABA

Tras la bulbectomia olfatoria bilateral hay una arayactividad de la
acetilcolinesterasa (Broekkamp et al., 1986), le gugiere que el sistema colinérgico
esta hiperactivo en las ratas bulbectomizadass@iutores han demostrado que la rata
bulbectomizada tiene una menor densidad de re@esptouscarinicos (Hozumi et al.,
2003) aunque este cambio en la densidad de rea@pisrarinico no concuerda con el
incremento en la densidad descrito en los ceratgamiicidas (Meyerson et al., 1982).
La reducciéon de este receptor muscarinico en la batlbectomizada puede ser

responsable del déficit de memoria observado @s estimales (Hozumi et al., 2003).
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Con lo que respecta al sistema glutamatérgico, Régzen y Leonard ya
postularon que habia un desajuste entre los sistdmaeurotransmision excitatorios e
inhibitorios en la rata bulbectomizada (Van Rieyebeonard, 1990), teoria soportada
por el hallazgo de que la concentracion de gli@sth incrementada (Harvey et al.,
1975), mientras que la del glutamato y aspartatnedisminuidas (Collins, 1984). En
este desequilibrio, el sistema glutamatérgico esiar y se ha propuesto que el sitio de
NMDA en el receptor ionotropico del glutamato essitio de accion relevante para los
antidepresivos, y que jugaria un papel importantéaedepresion (Paul et al., 1994).
Hay estudios que apuntan hacia una hipoactividadideema glutamatérgico tras la
bulbectomia. Un descenso en la densidad de las $itMDA se ha detectado en las
ratas bulbectomizadas, siendo la corteza prefrgnpaliforme, los nicleos talamicos y
los nucleos amigdaloides laterales las regionesbcalles mas afectadas (Dennis et al.,
1994). Por el contrario, Nakanishi et al. (1990) dascrito una respuesta incrementada
de los receptores de glutamato NMDA en los nuclansgdaloides medios. De
cualquier manera, la mayor parte de los cambioslwmnales asociados al sistema
glutamatérgico son revertidos tras el tratamiendmico con antidepresivos. Una de las
funciones fisiolégicas mas importantes de los rexep ionotrépicos glutamatérgicos
es su implicacion en la memoria a corto plazo. eldagiencias conductuales en las ratas
bulbectomizadas, y en los pacientes deprimidos, lgumemoria a corto plazo esta
alterada. Los cambios observados en el sistemaangiiérgico en la rata
bulbectomizada pueden contribuir a explicar eségits en los procesos de memoria-
aprendizaje que se ven tras la bulbectomia y expkt posible asociaciéon a los
trastornos depresivos y a otras enfermedades regendrativas.

Dentro de los sistemas de neurotransmision inlibgpel GABAérgico presenta
importantes alteraciones inducidas por la bulbetdooffatoria. A nivel de SNC, La
densidad de los receptores GABAsta incrementada sustancialmente, mientras gue lo
receptores GABA estan reducidos, en la corteza frontal de las fatdbectomizadas
(Dennis et al., 1993) y se ha descrito un incrememt elturnover de GABA en la
corteza amigdaloide de la rata bulbectomizada §3ang Leonard, 1984). También se
han descrito cambios (incrementos) en los sitiosud@®n para benzodiacepinas

(receptores para benzodiacepipag®ennis et al.,, 1993), un hallazgo interesante en
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vista de los pronunciados cambios en la inmunidgdlar, proceso en el que estos
receptores estan altamente implicados. Después td¢amiento cronico con
antidepresivos los cambios en los receptores deobétepinas retornan a la
normalidad. La densidad de estos receptores parzotecepinas es particularmente
sensible a los efectos modulatorios de los gludmoddes (Weizman et al., 1995), asi
pues los cambios observados en estos receptorggamaskr consecuencia de la
hipercortisolemia inducida por estrés, como la qaerre en la rata bulbectomizada
(Kelly et al., 1997). Sin embargo, se debe recajc& no se han detectado cambios en
la densidad de estos receptores en plaquetas aigascdeprimidos (Weizman et al.,
1995).

También se ha demostrado modificaciones en los lesivele esteroides
neuroactivos como la alopregnenolona (APREG) quesl@n actuar como modulador
alostérico del receptor GABA(Paul y Pudri, 1992). En la rata bulbectomizada la
cantidad de APREG total en el cerebro se ve inanéade, con cambios mas marcados
en las regiones corticales y limbicas, alteracioe ge revierte tras el tratamiento
cronico con antidepresivos, como desipramina, ¥axilaa o un ISRS (Uzunova et al,
2004). Todos estos experimentos evidenciarian dusiseema GABAérgico esta
hiperactivo en la rata bulbectomizada; el tratamiendnico con antidepresivos corrige

tanto la hiperactividad de este sistema como tasagiones conductuales asociadas.

4.2.4. Sistema endocannabinoide-receptor,CB

Con respecto al sistema endocannabinoide, no ex&ia estudios que hayan
evaluado su posible alteracién a nivel del SNChniiefidos periféricos en el modelo de
la rata bulbectomizada, ya sea en la expresionogdigandos enddgenos o en el
namero/funcion de los receptores (§BCB,. Sin embargo, estudios recientes con otros
modelos animales apuntan a la relevancia funcidebkistema endocannabinoide en
conductas relacionadas con el estrés y la depreBiversos paradigmas de estrés
cronico impredecible en la rata (Bortolato et &072) y el raton (Hill et al., 2006a

producen un incremento del ARNm para el receptor €Bla corteza prefrontal. En un
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estudio muy reciente, Hill et al2008) han demostrado que el estrés crénico
impredecible en las ratas produce un incrementia elensidad del receptor €Bn la
corteza prefrontal y un descenso en el hipocanmpgopetalamo y en el estriado ventral
junto con una reduccion significativa de los nigeldel ligando enddégendN-

araquidoniletanolamida (anandamida) en todas @eas éerebrales analizadas.

4.3. Cambios inmunoldgicos tras la bulbectomia

En la dltima década, el modelo de bulbectomiaamitabilateral se ha usado para
explorar la interrelacion entre depresion y disfones del sistema inmune bajo el
prisma de la teoria macrofagica de la depresiota t®ria postula que una excesiva
produccion de citoquinas inflamatorias por parte loe macroéfagos activados se
relacionaria directamente con algunos tipos deedépr (Smith, 1991) y se basa en las
evidencias clinicas sobre una activacion del siatémflamatorio en pacientes con
depresion mayor (Maes, 1999; Anisman y Merali, 20@@lemas, ciertas citoquinas
usadas en el tratamiento de algunos tipos de candepatitis producen sintomas
depresivos en pacientes no deprimidos (Smith, 19949 cambios resultantes de la
activacion macrofégica incluyen una actividad inteetada del eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (eje HPA), cambios en los nigele leucocitos y linfocitos, una

sintesis incrementada de citoquinas, prostaglasdamicuerpos, etc... (Maes, 1999).

Hay experimentos que demuestran como las citagumoinflamatorias pueden
iniciar sintomas y signos propios de la depresidoremento en la secrecion de
corticosterona (Dunn, 2000), letargia, anorexitgrationes del suefio (Plata-Salaman,
1999; Krueger et al., 1998), anhedonia, ansiedadnguctas de tipo estrés, déficits en
la memoria y cambios en la neurotransmision cemui@hoaminérgica (Connor et al.,
1999; Anisman y Merali, 2003). Algunos de estos lwasiinducidos por las citoquinas
proinflamatorias en pacientes deprimidos puedemateguados por los tratamientos con

antidepresivos (De La Garza y Asnis, 2003).
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4.4. Cambios en las vias implicadas en neurogénegiglasticidad neuronal

Aunque mucho de lo que concierne a las vias reladi@s con neurogénesis y
plasticidad neuronal (BDNF/TrkB, AKT, ERK/pERK, CBECREB, -catenina) sera
objeto de revision un apartado posterior, revisageaqui los datos que pueden ser de
interés de cara al modelo de bulbectomia olfatoria.

Con relacién al receptor TrkB y a su ligando endégda molécula BDNF,
encontramos datos variados en la literatura cieatiEn ratones bulbectomizados se
han descrito incrementos en la expresion de BDNEiados a una disminucion en el
turnover de 5-HT en éareas relacionadas con la depresiéro anhipocampo y la
corteza frontal (Hellweg et al., 2007). Sin embahan Hoomissen et al. (2003) no han
encontrado cambios en los niveles de expresionARNmM para el BDNF en la
formacion hipocampal, el area tegmental ventralayslistancia nigra de las ratas

bulbectomizadas.

Con respecto a las proteinas ERK/pERK, indicaddeak actividad de la via de
las MAP quinasas, en la literatura existen muy pasiudios previos sobre la relacion
de ERK-bulbectomia en la rata, aunque si enconsammopotenciamiento de estas
enzimas tras el tratamiento cronico con antidepossien la rata normal oaive
(Hetman et al., 1999; Popoli et al., 2000; Tiralmst al., 2004) y también un descenso
en los niveles de ERK en varias areas cerebralestde bulbectomizado (Moriguchi
et al., 2006; Han et al., 2009).

Con relacion a la expresion de AKT, no ha estudiofa rata bulbectomizada. En
deprimidos suicidas se ha detectado una baja @dativde esta enzima en corteza
prefrontal (Hsiung et al., 2003). Es importantesi@s que esta proteina AKT participa
en la cascada de sefalizacion intracelular culnbénam el transporte de la 3-catenina al
nacleo, via de sefalizacion implicada en neurogenén este sentido, no hay datos en
la literatura totalmente aclaratorios sobre el tefele los antidepresivos en los niveles
de expresion de AKT, pero si se ha demostrado esstru laboratorio que el
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tratamiento cronico con el antidepresivo venlafaximduce un aumento en la expresion

de la 3-catenina en las ratas controhtve(Mostany et al., 2008).

Existe bibliografia mas amplia con respecto al pobal final de estas cascadas, el
CREB. EIl grupo de Duman ha sugerido que esta mial¢gega un papel critico en la
patologia de la depresion (Duman et al., 1997).hBeho, existen datos sobre el
descenso de los niveles generales de CREB en vagames cerebrales de pacientes
deprimidos (Dowlatshahi et al., 1998; Yamada et24l03) asi como en el cerebro de la

rata (Wang et al., 2007) y el ratén (Han et alQ@®ulbectomizados.

4.5. Cambios conductuales en la rata bulbectomizada

4.5.1. Actividad locomotora y exploratoria

El indice méas aceptado y caracteristico de la attadie la rata bulbectomizada es
la hiperactividad y el aumento de la actividad erquioria (alzamientos) de los animales
en un area cerrada y bajo un entorno aversivo coneale ser el aparato o recinto
denominado campo abiertooffen-field tes). Parece que la hiperactividad no esta
relacionada con la pérdida de olfaccion, ya quaniasmia inducida no afecta a la
conducta en el campo abierto (Van Riezen y LeorE#3€0). Es importante resaltar la
importancia de la fuerte luminosidad en el camperéd como factor de aversividad,
como demostraron Stockert et al. (1988) al reaktaxampo abierto en condiciones de
semioscuridad sin ver ningun tipo de cambio en dévidad de los animales

bulbectomizados.

Una monitorizacion continua de la actividad locoonatespontanea (actimetria de
24 horas) demostré también una mayor actividadunoaten las ratas bulbectomizadas
a partir de los diez dias después de la operacidardina y Radek, 1991); por el
contrario, durante la fase de luz hay investigaslouee afirman que la actividad de las
ratas operadas es la misma que en sitas-operated controles (Kelly et al., 1997).
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4.5.2 Aprendizaje y memoria

El laberinto acuatico de Morris se ha usado conente para medir la orientacion
espacial en roedores (Morris, 1981). En la ratadribmizada, Redmond et al. (1997) y
Kelly et al. (1997) observaron una deficiencia @&mal bulbectomizado para detectar
la plataforma escondida en dicho test. Tambiénasashdo el laberinto radial de ocho
brazos para demostrar un déficit en el aprendiggpacial en la rata bulbectomizada
(Olton et al., 1977). En este mismo test se obsehw&ficit en la habilidad de estas
ratas para encontrar recompensas de comida sieradmo de los brazos (Hall y
Macrides, 1983). El tratamiento cronico con antidejwos atenua estos déficits. Los
tests del laberinto acuéatico de Morris y el lakteriradial de ocho brazos son tests
relacionados con la funcionalidad del hipocamporfidp1981; Olton et al., 1977) que
no dependen de ninguna habilidad olfatoria. Loslt@dos en estos estudios sugieren
qgue la bulbectomia produce un déficit en la memgprém el aprendizaje espacial que
surge de una disfuncién al menos de tipo hipocanypalie el tratamiento crénico con
antidepresivos atenua o revierte dicha disfundiés. ratas bulbectomizadas presentan
también un déficit de aprendizaje en las pruebasvidacion pasiva (Van Riezen et al.,
1976) y activa (King y Cairncross, 1974). Asi puesece que la lesion en los bulbos
olfatorios tiene un efecto amplio en la habilidag@ dprendizaje de la rata,
presumiblemente como consecuencia, de nuevo, dedafacto en la funcion

hipocampal.

4.5.3. Otros cambios conductuales

La bulbectomia olfatoria va asociada a déficits lanmanifestacion de la
preferencia de plaza inducida por cocaina, redoagéla ingesta diaria de soluciones
de sacarosa y sucrosa, disminuciéon de la libidoualey de la frecuencia de
apareamiento, asi como a conductas alteradas drsissde ingesta condicionada de
comida y de aversion de sabor (Kelly et al., 1996dos estos cambios han sido

propuestos como parametros conductuales que rédlejla anhedonia presente en el
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sindrome de la bulbectomia olfatoria y paradigmgseementales de la misma o
similar sintomatologia presente en el enfermo depo.

Por el contario, la adquisicion y autoadministrac de anfetamina estan
aumentadas en los animales bulbectomizados, loimgliearia que la bulbectomia
incrementa los efectos reforzadores de la anfetan(ifolmes et al., 2002). Hay
evidencias de que el sistema dopaminérgico estéadli en la rata bulbectomizada.
Ademas, el tubérculo olfatorio es un area que iegbéicada en los efectos de refuerzo
de las drogas de abuso (Kornetsky et al., 1991).p&mticular, las densidades de
receptores Py D,, y las respuestas dopaminérgicas mediadas a tdavis adenilato
ciclasa estan incrementadas en los tubérculosontiatde estas ratas (Holmes et al.,
2002). Estudios clinicos han revelado una asociadii@cta entre depresion y el abuso
de drogas. Esto se puede deber a que las drogabude alivian los sintomas de
anhedonia que vienen asociados con la depresidos Ballazgos son de particular
relevancia para la depresion humana ya que esefiezla observacion clinica de la
coexistencia de trastornos afectivos y consumofalulés sustancias. Otros cambios
conductuales observados son la conducta muricidangrmalidades en el ritmo
circadiano (Van Riezen y Leonard, 1990).

4.6. Cambios conductuales en la ratas bulbectomidas tras la administracion

cronica de antidepresivos

Existen multitud de estudios en los dltimos treiafeos que demuestran como
muchos de los cambios conductuales y bioquimicoserghdos en la rata
bulbectomizada se revierten tras el tratamientmico) que no agudo, con farmacos
antidepresivos (Cairncross et al., 1977; Jesbergeichardson, 1986; Van Riezen y
Leonard, 1990; Kelly et al., 1997). El perfil comtiual de las ratas bulbectomizadas
sugiere que estos animales muestran una vulnelabii una respuesta incrementada al
estrés ambiental (Van Riezen y Leonard, 1990). &abry Tuite postularon que los
déficits conductuales pueden resultar de una iméguia reactividad a un ambiente

novedoso, o a un fallo para habituarse a ese naieNmente (Leonard y Tuite, 1981).
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Otra posibilidad surge de la falta de habilidadatlfia que hace que la rata
bulbectomizada tarde mas tiempo en habituarse a asevos ambientes. Para
investigar la contribucion de la pérdida de hahilicblfatoria en el comportamiento de
la rata bulbectomizada, Mar compard los efectosladeanosmia causada por la

bulbectomia con la anosmia inducida de forma p&dgMar et al., 2000). En las ratas
gue fueron expuestas al laberinto elevado, se camgelos efectos de fluoxetina,

amitriptilina, desipramina y buspirona entre lasasabulbectomizadas y las ratas
control. Se encontré que estos antidepresivos nmeméaron la tasa de habituacion de
las ratas bulbectomizadas independientemente denslicion anésmica. Este resultado
demuestra que el fallo de las ratas bulbectomizpa@shabituarse a un nuevo ambiente
juega un importante papel en muchos de los défitgtsomportamiento que se han

estudiado, y que los antidepresivos normalizardégeit de habituacion.

Hay suficientes evidencias de la variedad de retps@€onductuales que aparecen
en estos animales tras la lesibn en los bulbostoolds. Estos cambios son
cuantificables y replicables, y revertidos trasralamiento cronico con varios tipos de
antidepresivos. La elecciéon del test conductuakedde del interés del investigador.
Para la deteccidbn de nuevos antidepresivos, eld&lstampo abierto o el test de
evitacion pasiva son los mas utilizados. Desde hax®de treinta afios, mas de sesenta
sustancias o farmacos psicotropicos se han venidbapdo y han sido estudiados
usando el test del campo abierto. La mayoria debislepresivos de uso clinico han
demostrado ser activos cuando se han administradnicamente en las ratas
bulbectomizadas, y tan sélo para el ISRS fluoxetiay estudios que han dado
resultados negativos (Kelly et al., 1997) o muy aheflentes de las condiciones
ambientales aversivas del test utilizado (Mar gt2800; Mar et al., 2002). Todos los
cambios conductuales, de neurotransmisores, inmgitols y endocrinos que ocurren
en la rata tras la lesion bilateral de los |6budtfatorios, son semejantes, o pueden
correlacionarse con aquellos cambios ocurridososrpacientes con depresion mayor.
Esto sugiere que el modelo de la rata bulbectoraifiade validez aparente, predictiva,
constructiva y quizas etioldgica como modelo derelsipn y que la investigacion en
este modelo puede ayudar a un entendimiento mésnpia del mecanismo de accién

de los antidepresivos y de la neurobiologia desf@ekion.
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5. Hipdtesis neurogenética de la depresion

El entendimiento de como funciona el cerebro yfé&@gmenos de adaptacion y
plasticidad que en él ocurren ha cambiado en la@d afios. Una gran cantidad de
trabajos han demostrado que fendmenos de plasticdalar y de comportamiento
subyacen a niveles alterados de neurotransmistassadas de segundos mensajeros, y
perfiles de expresion génica. Estos fendmenos dstigidad afectan a modelos de
aprendizaje, memoria, ansiedad, depresion, eti.. efbargo, empieza a haber
evidencias de que cambios en la morfologia celplaambios a nivel mas profundo
todavia en la estructura del cerebro, pueden otwmtria la plasticidad y a la
remodelacion neuronal. A nivel celular estos camlgoeden ocurrir en la forma de
regulacion a la alta o a la baja en la formaciosidapsis y de la densidad de espinas o
la extension de las dendritas. Otro ejemplo de gngortancia es la regulacion a la alta
0 a la baja de la neurogénesis en cerebro adwdtodibs recientes demuestran que en el
cerebro adulto nacen nuevas células y que la msautogénesis y la supervivencia de

nuevas neuronas estan reguladas por un gran naleératamientos farmacolégicos.

El papel potencial de la neurogénesis también seuti como mecanismo
molecular que subyace a la regulacion de los gmede/os sobre la aparicion de
nuevas células y su supervivencia. Estos estudigeren la posibilidad de que la
neurogénesis juegue un importante papel en ebtrasde la depresion mayor, aunque
es una hipdtesis que aun debe demostrarse coniosstumdcho mas detallados en

pacientes deprimidos.

5.1. Alteraciones estructurales en los trastornosmcionales

La posibilidad de que la remodelacion celular pueataribuir a la patofisiologia
de los trastornos del &nimo ha ganado mucha fuepaatir de los estudios clinicos de
neuroimagen o imagen cerebral. Muchos de estosjbbse han centrado en el
hipocampo, una estructura limbica cerebral que gueg papel importante en el

aprendizaje y la memoria, asi como en el contrbeehipotalamico-pituitario-adrenal
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(HPA). Hay varios estudios que demuestran que é&imen del hipocampo esta
disminuido en pacientes que sufren de depresidrastorno de estrés postraumatico
(PTSD) (Bremner et al. 2000; Sheline et al., 19989; Steffens et al. 2000). Sheline et
al. (1999) han demostrado que la reduccion en leinen del hipocampo se relaciona
con la enfermedad, sugiriendo que el estrés asociand depresién puede ser la causa
de los cambios estructurales y no al contrario. énbargo, es posible que puedan
ocurrir pequefios cambios estructurales que contib@a la aparicion de la depresion y
que la magnitud de la reduccién hipocampal contaniparalelo con el desarrollo de la
enfermedad. Seria importante determinar si la ®@dnen el volumen del hipocampo

es reversible con el tratamiento de antidepregiSteffens et al. 2000).

5.2. Regulacion de la neurogénesis en el adulto

Existen trabajos que demuestran que el estrés guedacir efectos profundos en
la morfologia de neuronas hipocampales (McEwen ;1@8fuld et al., 1999b). Estos
incluyen un descenso en la arborizacion dendrilickas neuronas piramidales del CA3
del hipocampo, y una regulacion a la baja de laatgnesis de células granulares en el
giro dentado del cerebro adulto. La neurogénesiseegbros adultos se ha descrito en
numerosos animales, incluyendo al ser humano yrestédngida a dos regiones, los
bulbos olfatorios y el hipocampo (Gage 1998; Gaildl., 1999b; Gross 2000). En el
hipocampo, las células progenitoras estan locaigau la zona subgranular, donde se
dividen y dan lugar a nuevas neuronas. Un reciestiedio indica que hay unas nueve
mil células nuevas por dia en el hipocampo de noadolto (Cameron y McKay 2001).
Aproximadamente el 50 % de estas células se ddeneny expresan marcadores
moleculares caracteristicos de neuronas, lo quegeptan el 6 % del total del nimero
de células granulares. También se estima que etmide nuevas neuronas granulares
representan alrededor del 60 % de las aferencseda corteza entorrinal y 30 % de
las células piramidales del CA3 que reciben pragees eferentes de las células
granulares (Cameron y McKay 2001). Estos hallazgdisan que el nimero de nuevas
neuronas seria suficiente para contribuir de umandosignificativa a la funcién del

hipocampo. Se cree que el nimero de neuronas neevasrebro de primates esta
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sobre un 10-20 % del total de nuevas células ailgin, cantidad suficiente para

influenciar la funcion del hipocampo en primates.

La posibilidad de que la neurogénesis juegue uelpap la plasticidad neuronal
es apoyada por el hecho de que la neurogéneserelnra adulto puede estar regulada
por una serie de tratamientos farmacoldgicos y arndicolégicos. Estimulos que
incrementan la neurogénesis incluyen el ejercidms ambientes variados, el
aprendizaje dependiente de hipocampo, y los estodg€Tanapat et al., 1999; Van
Praag et al.,, 2000; Gould et al., 1999a). Las adtenes en la neurogénesis pueden
ocurrir via regulacion de la tasa de proliferaca@iular o regulacion del nimero de
neuronas nacientes que sobreviven. Aproximadaneri@ % de las nuevas neuronas
en roedor adulto del hipocampo sobreviven, mieniras el resto degeneran en un
espacio de unas cuatro semanas. Shors y Gould)(@661bstraron que la inhibicién de
la neurogénesis por administracion de un inhibidet ciclo celular blogueaba el
aprendizaje dependiente del hipocampo. Asi pues,nhanerosas evidencias de que

nuevas neuronas contribuyen a un buen funcionam@nhipocampo adulto.

5.3. El estrés disminuye la neurogénesis adulta

En contraste con los efectos positivos del ejaygicambientes variados, el estrés
regula significativamente a la baja la neurogénesifipocampo adulto (Gould et al.,
1999b). La administracion de glucocorticoides adiesn también disminuye la
neurogénesis, indicando que la activacion del ejeAHy la liberacion de
glucocorticoides estan implicadas en la regulaeitanbaja de neurogénesis hipocampal
como respuesta al estrés. Esta regulacion a ladedg neurogénesis por exposicion al
estrés abre la posibilidad de que un descenso mim&tro de células granulares podria
contribuir a una reduccion en el volumen del hipmga observado en pacientes
deprimidos. Esta neurogénesis disminuida podriatriboir a la aparicion de
determinados sintomas de trastornos afectivosjyianddo anormalidades cognitivas y
pérdida del control inhibitorio del eje HPA (Gowtlal., 1991).
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5.4. El tratamiento con antidepresivos incrementaal neurogénesis en adultos

En estos ultimos afios se han hecho muchos progrneams caracterizar
adaptaciones post-receptoriales que ocurren enugslp a tratamientos con
antidepresivos. Esto ha llevado al descubrimieet@uke la administracion prolongada
de estos farmacos regula a la alta la cascadafidéizeeion celular AMPc-CREB vy la
expresion de BDNF en el hipocampo (Nibuya et &95] 1996; Thome et al., 2000).
Tanto CREB como BDNF son conocidos por jugar unarigmte papel tanto en la
plasticidad neuronal como en la supervivencia nalr@-inkbeiner 2000; Duman et al.,
2000).

Basandose en estos hallazgos, se han realizagihiosspara determinar si los
antidepresivos influian en la remodelacién celyarticularmente la neurogénesis. Los
resultados de estos trabajos indican que el tratamcon antidepresivos incrementa la
neurogénesis en el hipocampo adulto (Malberg e2@00; Duman et al., 2000; Jacobs
et al., 2000). Esta regulacion a la alta de la oggemesis se observa con diferentes
clases de antidepresivos, incluyendo inhibidoreleceos de la recaptacion de
serotonina y noradrenalina, IMAOSs, y la terapiaceteonvulsiva. Con el agente
estabilizador litio también se ha demostrado umemento de la neurogénesis en el
hipocampo (Chen et al., 2000). La regulacion dtéade la neurogénesis es dependiente
de la administracion a largo plazo de los antidgpos (de dos a cuatro semanas) y
concordante con el tiempo que los antidepresivetesutardar en ejercer su efecto
clinico. Se han probado otros farmacos psicotrépiom antidepresivos, como
haloperidol y morfina, y ninguno de ellos ha prddacun efecto beneficioso para la
neurogénesis, de hecho, la morfina la disminuysc{Eet al., 2000). Estos resultados
sugieren gue es necesario un farmaco antidepresirgobtener el efecto beneficioso
de la neurogénesis. Ademas, tras el tratamient@otdepresivos, se ha observado que
las células nuevas permanecian viables tras csatnanas, y que aproximadamente un

75 % de estas células expresaban marcadores dmasi{Malberg et al., 2000).

Asi pues, los resultados de varios estudios indycd@muestran que la regulacion

a la alta de la neurogénesis por los antidepres@agpondria a las acciones del estrés y
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gue una neurogénesis incrementada podria contalas acciones del tratamiento con

antidepresivos (Duman et al., 2001).

5.5. Factores implicados en la regulacion de neurégesis adulta

5.5.1. Factores neurotroficos

Existen varios trabajos que han demostrado queueogénesis esta regulada por
varios factores de crecimiento, como el factor ecimiento epidérmico (EGF) o el
factor 2 de crecimiento de fibroblastos (FGF-2)n(@eon et al., 1998). También hay
evidencias de que factores neurotréficos, comoBMB modularian la neurogénesis.
La incubacién de células progenitoras con BDNFementa la diferenciacion de dichas
células a neuronas (Palmer et al., 1997). Hay #&mbstudiosn vivo donde se ha
demostrado que el BDNF administrado intraventricuente incrementa la

neurogénesis en la zona subventricular (Zigovh ,€1208).

5.5.2. Regulacién por serotonina

El papel de la 5-HT en la regulacion del desarrdébsistema nervioso central es
bien conocido desde el trabajo pionero de Haydayddn et al., 1984). Muchos otros
trabajos han profundizado en la regulacion ejergda este neurotransmisor y sus
receptores, fundamentalmente el subtipo €N las etapas pre y postnatal (Borella
et al., 1997, Del Olmo et al., 1998).

Con estos antecedentes, no es sorprendente qagaspropuesto un papel para la
5-HT en la regulacion de la neurogénesis adulteedt®a sentido, se ha demostrado que
la lesion del sistema serotonérgico conlleva urceleso de la neurogénesis (Brezun y
Daszula, 2000) y que el aumento de liberacion dariea la incrementa, efecto que es
antagonizado por WAY 100635, sugiriendo la mediaciél receptor 5-Hjlx (Jacobs et

al., 2000). Mas recientemente, Banasr et al., (R0@h confirmado el papel de este
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subtipo de receptor, y, en menor medida, del 3sHT5-HT,4 en la regulacion de la
proliferacion celular hipocampal. Por ultimo, esportante comentar los recientes
resultados que sugieren que la administracion dagemista 5-HT induce respuesta
neuroproliferativa en hipocampo (datos de nuesttp@), una respuesta que podria

estar ligada a su potencialidad antidepresiva (fetal., 2007).

5.5.3. Cascada de sefalizacion celular -CREB

Se ha descrito un incremento de la diferenciacéuranal en células progenitoras
cultivadas tras la activacion de la cascada del ANFPalmer et al. 1997). El papel
potencial de la cascada del AMPc-CREB en la nemegjé tiene mucha mas
relevancia después de que varios estudios han tlamsque los antidepresivos
regulan a la alta esta via de sefializacion (Dumaal.e1997, 2000). Uno de esos
hallazgos fue el incremento de fosforilacion de @GREas el tratamiento con
antidepresivos (Thome et al., 2000). Otro puntoemelt en cuenta es que bajo
condiciones basales habia una expresion promimEnf@CREB en células de la zona
subgranular, o adyacentes a la misma, que es k& donde se localizan las células
progenitoras. En otro estudio, un inhibidor deosfddiesterasa tipo IV, una enzima que
rompe el AMPc, resulto ser un activador de la vMP&. Previamente, se habia visto
que otro inhibidor de esta fosfodiesterasa, eprain, incrementaba la expresion de
BDNF en hipocampo (Nibuya et al., 1996). En estsiglieliminares se encontr6 que la
administracion cronica de rolipram incrementabarogénesis en hipocampo (Kim et
al., 2000). El incremento de la neurogénesis oguras dos semanas de tratamiento, el
mismo periodo que tardan en ejercer este efectantitdepresivos. El rolipram también
aumenta los niveles de pCREB en el hipocampo, ainall efecto del tratamiento con
antidepresivos. Estos hallazgos sugieren que lgaa@in de AMPc-CREB regularia

genes especificos que influencian la neurogénesis.
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Objetivos

Como objetivo general, en el presente proyectodaremos el estudio de los cambios

adaptativos en los sistemas de neurotransmisi@iosergico y endocannabinoide, en

la expresion de diversos marcadores de neuroptisilicy en la neurogénesis

hipocampal en el modelo animal de depresion deebtdimia olfatoria bilateral en la

rata asi como el efecto del tratamiento cronicoed@ntidepresivo.

Los objetivos concretos del presente trabajo son:

1. Evaluar las alteraciones conductuales inducidadaploulbectomia olfatoria vy el

efecto que la administracion cronica de fluoxetiegrce sobre dichas

manifestaciones conductuales.

. Analizar, mediante técnicas radiométricas, los lpesicambios adaptativos en
la densidad y la funcionalidad del transportadose®tonina (5-HTT) y de los
receptores serotonérgicos 5-H15-HTig y 5-HT2a tras la bulbectomia olfatoria

y el tratamiento cronico con el antidepresivo fletxa.

. Analizar, mediante técnicas radiométricas, los lpesicambios adaptativos en
la densidad y la funcionalidad del receptor canmaide CRB tras la bulbectomia

olfatoria y el tratamiento crénico con fluoxetina.

Estudiar los posibles cambios en la expresién deslguientes marcadores
moleculares de neuroplasticidad tras la bulbectarifeoria y el tratamiento
cronico con fluoxetina: factor BDNF y su receptakB mediante técnicas de
hibridacién in situ y diversas proteinas intracelulares como ERK/pERK,
CREB/pCREB, AKT yp-catenina utilizando técnicas de inmunodeteccion po

Western-blot.
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5. Valorar la existencia de modificaciones en la ngénesis hipocampal a
consecuencia de la bulbectomia olfatoria y su p@sibodulacion por el
tratamiento crénico con fluoxetina mediante téchicemunohistoquimicas y de

inmunofluorescencia.

6. Establecer las posibles correlaciones entre los bicem conductuales,
neuroquimicos, moleculares y celulares inducidadabulbectomia olfatoria y

el tratamiento cronico con el antidepresivo fluomat
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Material y Métodos

1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas mach8prague-Dawley(suministradas por el Servicio de
Estabulacion y Experimentaciéon Animal “SEEA” deUaiversidad de Cantabria) con
un peso comprendido entre 250-280 gramos al irdeidos experimentos. Hasta su
utilizacion en los experimentos y sacrificio, s& mantuvo con agua y una dieta
estandaab libitum (pienso A04 para dieta de mantenimiento de ratasones, SAFE,
Francia). Los animales fueron estabulados bajarmétadas condiciones de luz (ciclos
de luz-oscuridad de 12 horas) y a una temperatmigieate (22+ 1°C) y humedad

relativa (60-70%) adecuadas.

El cuidado y la manipulacién experimental de losrales se realizé de acuerdo a
la normativa vigente tanto nacional (Real Decret®0112005) como europea
(Declaracion de Helsinki y Directiva de la CEE &BEEC) y siguiendo las lineas del
Comité de Investigacion y Etica de la IASP —Asadiadnternacional para el Estudio
del Dolor- (Zimmermann, 1983). Todos los procedimos experimentales fueron

aprobados por el Comité de Bioética de la Univeiside Cantabria.

2. Grupos experimentales

Se definieron 4 grupos experimentales, de acugeitds objetivos planteados en la
presente tesis: animales controlsbam-operated CO), animales control @ham-
operatedy tratados con fluoxetina (COF), animales bulbe@anns (OB) y animales
bulbectomizados y tratados con fluoxetina (OBFE pfantearon las siguientes series

experimentales de acuerdo a las técnicas utilizadas

2.1. Autorradiografia anatomica y funcional dele@or 5-HTa
2.2. Autorradiografia anatdomica y funcional deletor 5-HTg
2.3. Autorradiografia anatomica y funcional dele@or 5-HEa
2.4. Autorradiografia anatomica y funcional delegtor CB
2.5. Autorradiografia del transportador de seratarfb-HTT)
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2.6. Estudios déinding para el receptor GB fijacion de fH]-CP55,940y
fijacion de f°S]GTR/S en membranas de corteza prefrontal

2.7. Hibridaciénn situdel receptor TrkB y del factor neurotrépico BDNF.

2.8. Estudios de western-blot de diversos marcado@eculares implicados
en neuroplasticidad y supervivencia neuronal

2.9. Estudios de inmunohistoquimica para neurogg&niesnunofluorescencia

de BrdU e inmunohistoquimica @ecatenina por DAB

En cada una de las series experimentales el nuderanimales inicialmente
utilizado para cada grupo experimental fue de: C®7% CO FLX= 6-8; OB=7-8; y
OB FLX= 8-10. Lan definitiva de cada grupo viene reflejada en lacigec de
resultados obtenidos con cada técnica experimental.

Adicionalmente, para valorar la persistencia deti®me de bulbectomia a lo
largo del tiempo se realizaron otras series expariates con los grupos CO y OB. Se
e llevd a cabo la evaluacion conductual en eldestampo abierto en distintos tiempos
postcirugia (30, 45 y 90 dias) y posteriormentg,doimales fueron sacrificados para la
obtencion de los tejidos que luego serian utilizadn los estudios de western para

valorar la expresién de marcadores molecularesasdtiggdad/supervivencia neuronal.

3. Modelo de bulbectomia olfatoria bilateral

El procedimiento quirdrgico para realizar la belioenia olfatoria bilateral que
hemos utilizado ha sido ampliamente descrito éitel@atura (Cairncross et al, 1977). El
agente anestésico utilizado fue el hidrato de tld&0 mg/kg, i.p., Panreac, Barcelona,
Espafia). Los animales fueron colocados en un cuesteoeotéxico (Kopf, David Kopf
Instruments, Tujunga, California). Una vez aneathksiel animal, se hizo una incision
en el cuero cabelludo sobre el hueso frontal yreeeplié a la osteotomia realizando 2
perforaciones de 2 milimetros de diametro (a 2meaitfos de la linea media y a unos 7-
8 milimetros anteriores a bregma) utilizando uaded quirtrgico. Con cuidado de no

dafar el polo frontal del cerebro, se seccionaraspiraron los bulbos olfatorios a
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través de una aguja o canula roma. Una vez aspgirada@plicod polvos antibiéticos y se
procedié a la sutura del cuero cabelludo con sedazada 3.0 (suturas Arago,
Barcelona, Espafa). Los animales control (CO) fueratados de forma similar pero

sin proceder a la aspiracion de los bulstet-operated

Los animales bulbectomizados y controles fuerdabedados de forma que cada
animal bulbectomizado compartio jaula al menoswom@nimal control, para reducir la
posible agresividad a veces presente en el sinddeneilbectomia olfatoria. Ademas,
todos los animales fueron peridédicamente manipsglgdocados durante su estancia en
el estabulario para reducir dicha agresividad. rmalfde los estudios conductuales, los
animales fueron sacrificados para la obtenciorodddjidos a utilizar en el resto de las
técnicas. Aquellos animales que presentaron refgoBulbo olfatorio o lesiones del

polo frontal (<5 % de los animales bulbectomizdaeron eliminados del estudio.

4. Tratamiento cronico con el antidepresivo fluoxeha

Se administré fluoxetina HCI (suministrada por FAEARMA S.A., Leioa,
Bilbao), antidepresivo perteneciente a la clasenga de las fenetilaminas, a una dosis
de 10 mg/kg/dia. El farmaco o su vehiculo fueromiagtrados subcutaneamente (s.c.)
durante 14 dias mediante minibombas osmoticas &R@eR (Alza Corp., Palo Alto,
CA) que liberan 0,5ul/h siguiendo un protocolo ampliamente utilizado rarestro
laboratorio (Castro et al., 2003 y 2008). Como sotg de la fluoxetina se empled la
siguiente mezcla: 10% etanol, 50% propilenglicdl0f6 salino. Tras realizar una serie
de estudios preliminares se comprobd la ausenciaefdetos conductuales y
neuroquimicos del vehiculo solvente de la fluoxaegn las ratas bulbectomizadas (OB),
de forma similar a lo ya descrito en nuestro latooi@ en ratas o animales control
(Castro et al., 2003). Por este motivo, en lasniad series experimentales empleadas
en este estudio no se implanté la minibomba cowebiculo de fluoxetina ni a los

animales controlsham-operatedni a las ratas bulbectomizadas.
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5. Protocolo o cronograma experimental

En el esquema se muestra el protocolo experimeeglido sistematicamente
para todas los tipos de estudios del presentejdoraBamo puede verse, la evaluacion
conductual del sindrome de bulbectomia olfatoriaesdiz6 2 semanas después la
cirugia (bulbectomia ysham-operation Al dia siguiente, se procedié a iniciar el
tratamiento con el antidepresivo fluoxetina y losimeales fueron evaluados
conductualmente, de nuevo, al final del tratamiefai@ 28 postcirugia). Una vez
concluidos los estudios conductuales se proceda aacrificio, una vez retirada la
minibomba y transcurrido un periodo de “wash-ow”24l horas (Castro et al., 2003),
con la finalidad de obtener y procesar las muestesbrales empleadas en las distintas

técnicas neuroquimicas, moleculares e histolégicas.

Salino
COOB
Salino
OB
Bulbectomia
0 14 15 a8 20-30
Campo abierto Campo abierto
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6. Estudios conductuales: test del campo abierto

El test del campo abiertmgen-field tegt consiste en evaluar la conducta del
animal en un recinto cuadrado de 100x100 cm y derb0de alto, con paredes de
pintura reflectante, y cuya base se divide en 2blidaulas, todo ello iluminado con una
luz de 60W situada centralmente a 90 centimetradtitied (Gray y Lalljee, 1974)

En cada sesion, el animal se colocé en el ceefreedinto, y se contabilizaron los
siguientes pardmetros durante 5 minutos a intesvddol minuto: las deambulaciones
(numero de cuadriculas centrales o periféricasaciag), los alzamientos (alzamientos
sobre las patas traseras en actitud exploratdda)acicalamientos (uso de patas o
lengua para limpiarse) y el numero de defecacigbeks fecales). Después de cada
test, el aparato del campo abierto fue limpiado agna para evitar cualquier olor

residual.

El test se realizd siempre, en todas las seripgrinentales, a las 2 semanas
después de la cirugia para confirmar el sindromzutleectomia olfatoria, asi como tras
las otras dos semanas de administracion del antisigp fluoxetina. Adicionalmente,
en otras series experimentales se realizo el tést 80, 45 y 90 dias después de la

bulbectomia para estudiar el curso temporal daltasaciones conductuales.

Todos los datos de los estudios conductualesmesan como la media £ E.E.M.
Como test estadistico para el analisis de lostextag se uso el test detlde Student,
para aquellos casos en los que Unicamente se @nalizparametro cirugia
(bulbectomiagham-operatioy) mientras que se utilizé un analisis ANOVA de déss
seguidos de un tepbst hocde Newman-Keuls en los casos en los que se arellizo
parametro tratamiento (fluoxetina/no fluoxetina)emds del parametro cirugia. Se
escogidé una probabilidad de menor o igual a 0.5 como nivel de significancia
estadistica (GraphPad Prism 5.01 de GraphPad Seft®an Diego, CA, USA).
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7. Estudios de autorradiografia de receptores en SN

7.1. Preparacion de tejidos para los estudios de tmwradiografia anatomica y

funcional

Los animales bulbectomizados y controles fuer@nifssados después de realizar
el test del campo abierto, una vez finalizadoahtniento cronico con fluoxetina y tras
un periodo de “wash-out” de 24 horas. Se extrajénsncerebros y se almacenaron
congelados a —8C hasta el momento de la obtencién de las seccioceebrales
utilizadas en los estudios autorradiograficos anatds (densidad y localizacion de
receptores mediante estudios de fijacion de radiodos) y en los estudios
autorradiograficos funcionales (estimulacion déjéion de f°S]GTR/S por agonistas
selectivos de receptores). Se obtuvieron secciooemales en un criostato (20n)
(Microm HM 550, Thermo Fisher Scientific, Massacd#itss EEUU) que fueron
montadas en portas pretratados con gelatina. Ldaspoon las secciones obtenidas
fueron guardados a una temperatura déG-8@sta su utilizacion. La gelatinizacion de
los portas se realiz6 mediante inmersién, duranete $egundos, en una solucion que
contenia 5 g/l de gelatina y 1,98 g/l de KCrgs®eguida de una fase de secado durante
24 horas en una estufa a 50°C. Las secciones algfueron seleccionadas de acuerdo
con el atlas de George Paxinos y Charles Watsore {Hat Brain in Stereotaxic
Coordinates, Academia Press 1982), siendo las elé@gantes para el presente estudio

aquellas correspondientes a los niveles 6, 12&130, 35, 37.

7.2. Autorradiografia anatdmica

7.2.1. Autorradiografia del transportador de seratna (5-HTT): fijaciéon de PH]-

citalopram
Las condiciones especificas utilizadas para Isayws autorradiograficos con

[*H]-citalopram (Amersham, Buckinghamshire, UK) fuetas descritas en protocolos
previos (D"Amato et al., 1987). Los tejidos fueltgvados a temperatura ambiente

88



Material y Métodos

durante 30 minutos antes de comenzar el experim&etoealizé una preincubacion a
25°C durante 15 minutos en el tampon de ensayoemi@mdo Tris-HCI 50 mM
(Panreac, Barcelona, Espafia), NaCl 120 mM (PanBzacelona, Espafa) y KCI 5 mM
(Panreac, Barcelona, Espafia) a pH= 7,4 con elmlijetfacilitar la disociacion de

ligandos enddgenos.

La incubacion se realiz6 a 25°C durante 2 horgsresencia de’lH]-citalopram a
una concentracion de 2 nM, en el mismo tampon ¢ue éa preincubacion. Tras un
aclarado rapido en el mismo tampdn a 4°C, se ezaliz4 lavados consecutivos de 2
minutos en el mismo tampdén a 4°C y posterior adtaran agua destilada a 4°C.
Finalmente se procedié al secado mediante unaeoterde aire frio. Para la definicion

del no-especifico se utilizd fluoxetina a |20, afiadida al medio de incubacién.

7.2.2. Autorradiografia del receptor SHT: fijacién de [PH]-8-OH-DPAT

Las condiciones especificas utilizadas para Iaayws autorradiograficos con
[*H]-8-OH-DPAT (Perkin Elmer, Boston, USA) fueron laescritas en protocolos
previos (Pazos y Palacios, 1985h). Se sacarorejio®s de su almacenaje a -80°C a la
temperatura ambiente 30 minutos antes de comehzaperimento. Se realizé una
preincubacion a temperatura ambiente durante 3@tosnen el tampdn de ensayo
conteniendo Tris-HCI 170 mM (Panreac, BarcelongaBa), CaGl4 mM (Panreac,
Barcelona, Espafa) y acido ascorbico 0,01% (PanBsxcelona, Espafia) a pH= 7,7
para facilitar la disociacién de ligandos enddégenos

La incubacion se realizé a temperatura ambientangel 1 hora en presencia de
[*H]-8-OH-DPAT a una concentracién de 2 nM, en elmuigampén de preincubacion
al que se le afiadio pargilina M (Sigma, Missouri, USA). Tras un aclarado rapido e
el tampén de lavado (Tris-HCI 170 mM, pH=7,7) a 4% realizaron 2 lavados
consecutivos de 5 minutos en el mismo tampén ayfOsterior aclarado en agua

destilada a 4°C. Finalmente se procedio al secagthamie una corriente de aire frio.
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Para la definicion del no-especifico se utilizé B-tteatin sulfato a 1M (Sigma,

Missouri, USA), afiadida al medio de incubacién.

7.2.3. Autorradiografia del receptor 5HE: fijacién de PH]-GR125,743

Las condiciones especificas utilizadas para Iaayws autorradiograficos con
[*H]-GR125,743 (Amersham, Buckinghamshire, UK) fuelasdescritas en protocolos
previos (Doménech et al., 1997). Se sacaron ladotede su almacenaje a -80°C, 30
minutos antes de comenzar el experimento para eueesnperaran. Se realizd una
preincubacién a temperatura ambiente durante 3Qitosnen el tampdn de ensayo
conteniendo Tris-HCI 170 mM, CaC4 mM y acido ascorbico 0,01% a pH= 7,7 para

facilitar la disociacion de ligandos enddgenos.

La incubacion se realizé a temperatura ambientantie 1 hora en presencia de
[*H]-GR125,743 a una concentracion de 2 nM, en efmitampén de prelavado al que
se le afiadid pargilina @M. Tras un aclarado rapido en el tampén de lavads-HCI
170 mM, pH=7,7) a 4°C, se realizaron 2 lavados emuts/os de 5 minutos en el mismo
tampdn a 4°C y posterior aclarado en agua destdadiC. Finalmente se procedio al
secado mediante una corriente de aire frio. Pataflaicion del no-especifico se utilizo

5-HT-creatin sulfato a 10M, afiadida al medio de incubacion.

7.2.4. Autorradiografia del receptor 5HE: fijacién de PH]-ketanserina

Las condiciones especificas utilizadas para Iaayws autorradiograficos con
[*H]-ketanserina (Perkin Elmer, Boston, USA) fueras Idescritas en protocolos
previos (Pazos et al.,, 1985a). Se sacaron losoteji® su almacenaje a -80°C, 30
minutos antes de comenzar el experimento para egueesnperaran. Se realizd una
preincubacién a temperatura ambiente durante 1@tosnen el tampdén de ensayo
conteniendo Tris-HCI 170 mM, CalA mM y acido ascorbico 0,01%, a pH= 7,7 para

facilitar la disociacion de ligandos enddgenos.
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La incubacion se realiz6 a temperatura ambientante 2 horas en presencia de
[*H]-ketanserina a una concentracion de 2 nM, enighmtampén de prelavado al que
se le afiadio pargilina J0M. Tras un aclarado rapido en el mismo tampon dada
(Tris-HCI 170 mM, pH=7,7) a 4°C, se realizaron Zaldos consecutivos de 5 minutos
en el mismo tampon a 4°C y posterior aclarado e agstilada a 4°C. Finalmente se
procedié al secado mediante una corriente de &ioe Para la definicion del no-
especifico se utilizé mianserina a @8 (Sigma, Missouri, USA), afiadida al medio de

incubacion.

7.2.5. Autorradiografia del receptor GBfijacién de PH]-CP55,940

Las condiciones especificas utilizadas para Iaayws autorradiograficos con
[*H]-CP55,940 (Perkin Elmer, Boston, USA) fueron d@scritas en protocolos previos
(Glass et al., 1997) con ligeras modificaciones tMa Pazos 2004). Se sacaron los
tejidos de su almacenaje a -80°C, 30 minutos aldesomenzar el experimento para
que se atemperaran. Se realizd una preincubactémperatura ambiente durante 30
minutos en el tampon del ensayo conteniendo TrisHCmM, seroalbumina bovina
BSA 5% (Sigma, Missouri, USA) a pH= 7,4 para faailila disociacion de ligandos

endogenos.

La incubacién se realizé a 37°C durante 2 horgsresencia de’H]-CP55,940 a
una concentracion de 3 nM, en el mismo tampon ¢ue éa preincubacion. Tras un
aclarado rapido en tampoén de lavado (Tris-HCI 50,B®A 1%, pH= 7,4) a 4°C, se
realizaron 2 lavados consecutivos de 2 horas enigho tampdn a 4°C y posterior
aclarado en agua destilada a 4°C. Finalmente sgegit al secado mediante una
corriente de aire frio. Para la definicion del specifico se utilizé WIN 55212-2 a 10
UM (Research Biochemicals Inc., Natick, MA, USAjiadida al medio de incubacion.
Los coplins de preincubacion e incubacion eran riat y fueron pretratados con
Sigmacote (Sigma, Missouri, USA), dejandolos séecamoche anterior del experimento
en una estufa a 40°C. Este pretratamiento pretvithr la adhesion de los compuestos

cannabinoides al material del ensayo de incubacion.
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7.3. Autorradiografia funcional: fijacion de [**S]GTPyS

7.3.1. Autorradiografia funcional del receptor 5-HE: estimulacion de la fijacién de
[**S]GTPS por el agonista 5HTx (+)-8-OH-DPAT

Las condiciones especificas utilizadas para Ieayws autorradiograficos con
[**S]-GTRS (Amersham, Buckinghamshire, UK) fueron las déssrien protocolos
previos (Sim et al. 1997; Castro et al., 2003 y&0fbn ligeras modificaciones. Se
sacaron los tejidos de su almacenaje a -80°C, 3utos antes de comenzar el
experimento para que se atemperaran. Se realizfreirecubacion a 25°C durante 20
minutos en el tampodn del ensayo conteniendo Tris800mM, EGTA 0,2 mM, NaCl
100 mM y MgC} 3 mM a pH =7,7seguida de una segunda preincubaxi@s°C
durante otros 20 minutos en el mismo tampon alsguafiadio GDP 2 mM, adenosin

deaminasa 10 mU/mly DTT 1 mM.

La incubacion se realizé en el mismo tampdn a Zk%@nte 2 horas en ausencia
(fijacion basal) o en presencia (fijacion estimaladel agonista selectivo 5-l 8-
OH-DPAT a 10uM (Tocris, Bristol, UK) y de S]GTRS a una concentracion de 0,05
nM. La selectividad de la respuesta inducida poragbnista fue confirmada
coincubando secciones consecutivas en presenciantijonista WAY 100635 a 10
UM (Tocris, Bristol, UK). Tras un aclarado rapido @rtampén de lavado (Tris-HCI 50
mM a 4°C), se realizaron 2 lavados consecutivos5dminutos en el mismo tampon a
4°C vy posterior aclarado en agua destilada a 4ft@lnmkente se procedié al secado
mediante una corriente de aire frio. Para la dgéni del no-especifico se ultilizé

GTHS a 10uM (Sigma, Missouri, USA) sin marcar radiactivamente

7.3.2. Autorradiografia funcional del receptor 5-Hg: estimulacion de la fijacion de
[*°*S]GTPS por el agonista 5Higp GTI

Las condiciones especificas utilizadas para Isayws autorradiograficos con

[**S]GTR/S fueron las descritas en protocolos previos (Siral.e1997) con ligeras
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modificaciones. Se sacaron los tejidos de su alnzgee -80°C, 30 minutos antes de
comenzar el experimento para que se atemperararalka una preincubacion a 25°C
durante 20 minutos en el tampon de ensayo (TrisH0CinM, EGTA 0,2 mM, NaCl
100 mM y MgC} 3 mM, pH =7,7), seguida de una segunda preincubaai@5°C
durante otros 20 minutos, en el mismo tampon alajizelimos GDP 2 mM, adenosin
deaminasa 10 mU/mly DTT 1 mM.

La incubacion se realizo a 25°C durante 2 horasusencia o presencia del
agonista selectivo 5-HEp GTI a 10uM (Sigma, Missouri, USA) y de*IS]GTRS a
una concentracion de 0,05 nM, en el mismo tampé@netjde la segunda preincubacion.
La selectividad de la respuesta inducida por ehist@ fue confirmada coincubando
secciones consecutivas en presencia del antagseistztivo de receptores 5-EISB-
224289 a 1QuM (Tocris, Bristol, UK). Tras un aclarado rapido &iampon de lavado
(Tris-HCI 50mM a 4°C), se realizaron 2 lavados egnsivos de 15 minutos en el
mismo tampon a 4°C y posterior aclarado en agudlatks a 4°C. Finalmente se
procedié al secado mediante una corriente de dioe Para la definicion del no-

especifico se utilizé GT¥S a 10uM sin marcar radiactivamente.

7.3.3. Autorradiografia funcional del receptor 5-Hk: estimulacion de la fijacion de
[**S]GTPS por el agonista 5HI, TCB-2

Las condiciones especificas utilizadas para losyerss autorradiograficos con
[**S]GTR/S fueron las descritas en protocolos previos (Sinale1997) pero con
modificaciones realizadas en nuestro laboratorimy, @oncreto disminuir la
concentracion de GDP de 2 a 1 mM para intentartifican estimulacion de la fijacion
de F°S]GTR/S por agonistas parciales o poco potentes, p@nim tcon la finalidad de
aumentar la sensibilidad de la técnica. Se sadasotejidos de su almacenaje a -80°C,
30 minutos antes de comenzar el experimento pa&aseatemperaran. Se realizé una
preincubaciéon a 25°C durante 20 minutos en el tangsb ensayo (Tris-HCI 50 mM,
EGTA 0,2 mM, NaCl 100 mM y MgGRB mM, pH =7,7), y una segunda preincubacion
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a 25°C durante otros 20 minutos, en el mismo tangbaque afiadimos GDP 1 mM,
adenosin deaminasa 10 mU/mly DTT 1 mM.

La incubacion se realizo a 25°C durante 2 horasusencia o presencia del
agonista selectivo 5-HE TCB-2 100uM (Tocris, Bristol, UK) y f°SJGTR/S a una
concentracion de 0,05 nM, en el mismo tampdn quie éh segunda preincubacion. La
selectividad de la respuesta inducida por el agoniBCB-2 fue confirmada
coincubando secciones consecutivas en presencai@gjonista selectivo de receptores
5-HT,a MDL 11,939 a 1QuM (Tocris, Bristol, UK). Tras un aclarado rapidotampén
de lavado (Tris-HCI 50 mM a 4°C), se realizarom2abos consecutivos de 15 minutos
en el mismo tampon a 4°C y posterior aclarado e agstilada a 4°C. Finalmente se
procedié al secado mediante una corriente de dioe Para la definicion del no-

especifico se utilizé GT¥S a 10uM sin marcar radiactivamente.

7.3.4. Autorradiografia funcional del receptor GBestimulacion de la fijacion de
[**S]GTPS por el agonista CBWIN 55212-2

Las condiciones especificas utilizadas para Iaayws autorradiograficos con
[**S]JGTR/S fueron las descritas en protocolos previos (Siral.e1997) con ligeras
modificaciones. Se sacaron los tejidos de su alnzgee -80°C, 30 minutos antes de
comenzar el experimento para que se atemperararalka una preincubacion a 25°C
durante 20 minutos en el tampon del ensayo (Tris#00mM, EGTA 0,2 mM, NacCl
100 mM y MgCt 3 mM, pH =7,7), y una segunda preincubacion a 2hf@nte otros
20 minutos, en el mismo tampon al que afadimos @DBMM, adenosin deaminasa 10
mU/ml, DTT 1 mM y BSA al 0,5%.

La incubacion se realiz6 a 25°C durante 2 horagpresencia del agonista
cannabinoide WIN 55212-2 a 10/ y de [°S]GTR/S a una concentracién de 0,05 nM,
en el mismo tampén gue el de la segunda preincbiakca selectividad de la respuesta
inducida por el agonista WIN 55212-2 fue confirmadaincubando secciones
consecutivas en presencia del antagonista seledtiveceptores GBSR141716A a 10
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UM  (Sanofi Reserche, Montpellier, Francia a | dMd (Tocris, Bristol, UK). Tras un
aclarado rapido en tampén de lavado (Tris-HCI 50 mMBSA 0,1% a 4°C), se
realizaron 2 lavados consecutivos de 15 minutosl @msmo tampoén a 4°C y posterior
aclarado en agua destilada a 4°C. Finalmente sgegit al secado mediante una
corriente de aire frio. Para la definicion del rspexifico se utilizé GTYS a 10uM sin

marcar radiactivamente.

7.4. Generacién de los autorradiogramas

Para la obtencién de los autorradiogramas lass®xincubadas, una vez secas,
fueron colocadas en intima aposicion a un filmaselsible a la radiacigh(KODAK
Biomax MR Film, Scientific Imaging Film, Nueva YqriEEUU) en el interior de un
chasis fotografico (X-Omatic Regular, Kodak, EELAJA°C (Kuhar, 1985; Palacios et
al. 1981). La exposicion de las secciones incubagasealiz6 conjuntamente con
patrones radioactivos bien de trititH{microscales, Amersham Pharmacia-Biotech,
Espafia) o de carbond'C-microscales, Amersham Pharmacia-Biotech, Espaiap
las autorradiografias anatomicas y funcionales ecs@mmente y con las que se
construyeron las curvas de calibracion de densgdade gris (O.D.) versus
radioactividad (nCi/mg o gr de tejido equivalente).

Finalmente, los films fueron revelados de formavemcional (revelado y fijador
de Kodak, Madrid, Espafia) obteniendo las imagemngsrradiograficas después de

transcurridos los siguientes tiempos de exposicion:

a) autorradiografias anatémicas de receptoremngportador: entre 2,5-3,5 meses.
b) autorradiografias funcionales con concentracgaeeGDP a 2 mM (5-HE, 5-HTig
y CBy): 48 horas.

c) autorradiografias funcionales con concentrasialteeGDP a 1 mM (5-HR): 24-36

horas.
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7.5. Andlisis de los datos de los autorradiogramas

Las densidades autorradiograficas se determir@odensitometria (densidad de
gris vs. radiactividad) usando el programa Sciof34Image Software (Scion
Corporation, Maryland, USA). Se obtuvieron valodesdensidad Optica relativa de las
secciones (medidas bilaterales) y los valores fueomvertidos a nCi/mg de tejido (en
los estudios de fijacién al receptor delJfligandos) y nCi/g de tejido (en los estudios
de estimulacién de la fijacién d&€$]GTR/S). Las densidades autorradiogréficas de los
receptores y del transportador se expresan comd/nfignode tejido equivalente
(fmol/mg de tejido) y los datos de la fijacién d&S|GTRS se presentan como
porcentaje de la fijacion basal d@JJGTR/S tomado como el 100%. Los resultados
autorradiogréaficos vienen representan como la meéid.M. den animales por grupo

experimental.

Para el analisis estadistico de los resultadasradiograficos se usé un ANOVA
de dos vias, realizando un test Student-NewmansKeomo testpost hoc para
comprobar las diferencias entre los grupos bulleiztados y control asi como las
diferencias entre grupos tratados con fluoxetina tratados, y la relacion entre ambos.
Se escogié una probabilidad gemenor o igual a 0.5 como nivel de significacion
estadistica (GraphPad Prism 5.01 de GraphPad Seft®an Diego, CA, USA).

8. Estudios de fijacion de radioligandos en homogeados de

membranas

Los resultados obtenidos, en los estudios autaysadficos, sobre Ila
funcionalidad del receptor GBn el cerebro del animal bulbectomizado y el efdetta
fluoxetina crénica plantearon la realizacibn de agns complementarios en
homogeneizados de membranas de corteza prefrgala( continuacion se describen)

con el fin de determinar la densidad maxima (Bmaxsfinidad del receptor GBasi
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como la eficacia (Emax) y potencia (&)Cdel agonista cannabinoide WIN 55,212-2

para estimular la fijacién especifica d&JGTR/S.

8.1. Preparacion de homogeneizados de membranasateteza prefrontal

Una vez realizadas la pruebas conductuales, iosases fueron sacrificados 24 h
después de la extraccion de las minibombas osrs6t8= extrajeron los cerebros, se
disec6é bilateralmente la corteza prefrontal y lagestras fueron posteriormente
almacenadas a -80°C hasta la preparacion de loodemmizados de membranas

sinaptosomales.

Las muestras de corteza prefrontal fueron homaggaes (1:100 peso/vol) en un
tampon frio (Tris HCI 50 mM , pH = 7,4, sucrosaX\3, EGTA 1 mM, y leupeptina 25
ug/ml). Los homogeneizados tisulares se centrifugar 500 g durante 10 minutos a 4
°C (centrifuga refrigerada tipo Sorvall RC-5B, ro®E-12, DuPont, Newtown, CT,
USA). El sobrenadante se centrifug6 a 13.000 grder20 minutos a 2C. El pellet se
resuspendio en tampon (Tris-HClI 50 mM pH = 7,4, Mg&€ mM, NaCl 100 mM,
EGTA 1mM y DTT 1 mM) y fue recentrifugado a 13.09@urante 20 minutos a°¢.

El pellet final obtenido se almacend a 8D hasta su uso para los experimentos de
fijacion de F°S]JGTR/S y de fijacién de’H]-CP55,940. Se realizé La determinacion de
la cantidad de proteinas de las muestras emplead&t ensayo (mg/ml) se realizo

segun el método propuesto por Lowry et al. (1951).
8.2. Fijacién de fH]-CP55,940 en membranas de corteza prefrontal

Los experimentos de fijacion se realizaron de mtuea la literatura previa
(Hungund et al. 2004) incubando alicuotas de memalsrale corteza prefrontal (10-20

pg de proteina) en un volumen total de §b@on: tampodn frio (Tris HCI 50 mM a pH
= 7,4, MgCh 3 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1mM y DTT 1 mM),*f]-CP55,940
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(0,0125-3,2 nM), y BSA 1 % durante 1 hora &@% usando tubos tratados con
Sigmacote. La fijacion no especifica se definié Wi 55,212-2 (1QuM).

La incubacion se terminé afiadiendo 2 ml de tangsfiltracion (BSA 0,1 % en
Tris-HCI 50 mM, pH = 7,4 a 4C) a los tubos de incubacion, posterior filtracen
través de filtros Whatman GF/C pretratados conefitdhimina (0,1%) y finalmente 3
lavados con tampon (Brandel 24-position cell haeresBrandel, Gaithersburg,
Maryland, USA). La radioactividad contenida en fittsos se midié por espectroscopia
en liquido de centelleo Ecoscint A (National Diagjsp Atlanta, USA) mediante un
contador de centelleo liquido Beckman LS 6000ICcKa®an Instruments Inc, CA,

USA) durante un minuto.

8.3. Estimulacion de la fijacion de:FS]GTPyS en membranas de corteza prefrontal
por el agonista CB WIN 55,212-2

Los experimentos de fijacion d€$]GTR/S se realizaron como esta descrito en la
literatura previa (Gonzalez-Maeso et al. 2000) kgeras modificaciones. Se incubd
una alicuota de homogeneizados de membranaug5@e proteina) durante 2 horas a
30°C en el tampon del ensayo (Tris-HCI 50 mM, Mg&mM, NaCl 100 mM, EGTA 1
mM, DTT 1 mM , adenosin deaminasa 3 mU/m, pH =y7BISA 0,1%) conteniendo
GDP a 50uM y [**S]GTR/S a 0,1 nM utilizando tubos tratados con SigmacSee.
ensayo un amplio rango de concentraciones del sigopara el receptor GBVIN
55,212-2 (10 a 10° M) para estudiar (potencia y eficacia) la estiroidla fijacion del
[**S]GTRS. La actividad basal fue determinada en auseneidViN 55,212-2, la
fijacion estimulada en presencia del agonista, fijdaion no especifica en presencia de
GTPyS a 10uM. La especificidad farmacolégica de la respuesi@ducida por el
agonista fue comprobada usando el antagonistatisel€B; SR141716A a 1M en
presencia del agonista en los tubos correspondieAtefinal de la incubacién, el
filtrado y lavado de la mezcla se realiz6 de ignahera que la descrita anteriormente,
en un tampon de filtrado (Tris-HCI 50 mM, pH = &,4°C, BSA 0.1%) y usando filtros

GF/C no pretratados. La radioactividad contenida les filtros se midié por
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espectroscopia en liguido de centelleo EcoscinNational Diagnosis, Atlanta, USA)
mediante un espectrofotometro de centelleo liglBdokman LS 6000IC (Beckman

Instruments Inc, CA, USA) durante un minuto.

8.4. Andlisis de datos

Los experimentos de fijacion d&H]-CP55,940 y de*fS]GTR/S en membranas
de corteza prefrontal se llevaron a cabo usanghbctdos y los resultados se expresan
como la media + E.E.M. de las valores obtenidos de cada grupo experimental. La
Bmax (fijacion maxima, fmol/mg proteina) yKafinidad por el receptor, nM) para los
estudios de fijacion déHi]-CP55,940, y Emax (méaximo efecto estimulatoripresado
como porcentaje de la fijacion basal) y pE(@otencia expresada como —logig(ara
los experimentos de fijacion £$]GTRS en membranas de corteza prefrontal fueron
determinados por un analisis de regresion no linesd analisis para los datos de las
fijaciones de JH]-CP55,940 y S]GTR/S se realizaron usando el programa GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Como test estadistico para el analisis de estus dg& us6 un ANOVA de dos
vias, realizando un test Newman-Keuls como fs$t ho¢ para comprobar las
diferencias entre los grupos bulbectomizados y olibdetomizados asi como las
diferencias entre grupos tratados con fluoxetina tratados, y la relacion entre ambos.
Se escogié una probabilidad de p menor o igual5acOmo nivel de significacion
estadistica (GraphPad Prism 5.01, GraphPad Soft®areDiego, CA, USA).

9. Estudios de hibridacionin situ del receptor TrkB y del BDNF

9.1. Pretratamiento de los tejidos para la hibridamn in situ

Una vez realizadas la pruebas conductuales, |osades fueron sacrificados 24

horas después de la extraccion de las minibombaétmss mediante decapitacion. Se
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extrajeron los cerebros y fueron congelados rapdena -80 °C hasta ser procesados.
Se realizaron secciones cerebrales coronales enastato (20 pum) correspondientes a
los niveles de la corteza prefrontal e hipocamperan (atlas de George Paxinos y

Charles Watson, The Rat Brain in Stereotaxic Coatteds, Academia Press 1982) que

fueron colocadas en portas especiales para latédaihibridacioim situ.

Los tejidos se sometieron a los siguientes traatos antes de realizar los
experimentos de hibridacion: 5 minutos en paraftdetddo 4% a 4° C, 2 dipping en
PBS 1% (tampon fosfato salino 10x: NaCl 1,3 MxRO, 70 mM y NaHPO, 30 mM;
dilucion a 1x en KO-DEPC autoclavada (1 litro . + 1 ml DEPC
(dietilpirocarbonato)), 10 min en TEA/AA (TEA: 194 de trietanolamina y 9 g de
NaCl en 1 litro de HO-DEPC y 2,50 ml de acético anhidro, pH= 8), 1 eWnEtOH
70%, 1 min en EtOH 80%, 2 min en EtOH 95%, 1 emnEtOH 100%, 10 min en
cloroformo, 1 min en EtOH 100%, 1 min en EtOH 958ecado con aire frio y

almacenamiento a -20° C.

9.2. Marcado de la sonda

La solucion stock de la sonda se preparé afadienda sonda comercial
(liofilizada) la cantidad de ¥D-DEPC necesaria para tener una concentraciondmal
200 pmoles/ul (segun la cantidad de sonda que weleada en el bote). Se guardd a
una temperatura de -20°C. Para trabajar, hicimas dilucion 1:100 de la sonda,
resultando una concentracion final de 2 pmolesjué fue guardada a -20°C. Para 20
portaobjetos se prepard la siguiente mezcla debawan: 1,5 pl sonda, 6 pl.8-
DEPC autoclavada, la incubacion se realizé a 68ar@nte 5 min tras lo que se detuvo
en hielo. Se afiadio el resto de los componentes lpareaccion de marcado: 2,5 ul
buffer de la enzima 5x, 2 WS dATP (desoxiadenosina [-thio]trifosfato, [>°S]
(New Research Products, Dupont), 0,5 ul transfetasainal (TdT) (Promega) (30
U/ul; ahadimos en nuestra reaccion 15 U). El voluffiveal fue de 12,5 ul. Se mantuvo
la reaccion en bafio a 37°C durante 1 h. Se detveakccion afadiendo 87,5 ul de
H,O-DEPC autoclavada para alcanzar un volumen fiadlad pl.
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9.3. Purificacién de la sonda

Para ello se utlizaron columnas MicroSpin G-50 E(GHealthcare,
Buckinghmashire, UK) y posterior centrifugacion atuie 1 min a 3300 rpm. Se afiadio
en cada una de las columnas 50 ul de la reaccidnadeado. Se centrifugd de nuevo
durante 2 min a 3300 rpm. Para determinar las cipae/gonda, muestras de 1 pl fueron
cuantificadas en un contador de centelleo, asedarés de que la actividad especifica
de la sonda fuera superior @ Bpm/ug. Finalmente, la sonda marcada se guar@é® en

congelador (-20°C) hasta el momento de su utiliraci
9.4. Ensayo de hibridacion

Tras proceder a la atemperacion de los portgmeparé la mezcla de hibridacion,
teniendo en cuenta que para cada porta positivacé@peaespecifico) se necesitd: 200 pl
de buffer de hibridacion (ver buffer de hibridagioh pl de DTT a 1M, 250000 cpm de
sonda, DTT 1,54 g en 10 ml en®+DEPC autoclavaza (se guardd en alicuotas a —
20°C). En el caso de portas negativos (marcajespecifico) necesitamos: 200 pl de
buffer de hibridacion, 4 pl de DTT 1M, 250.000 cgmsonda + 200 veces la cantidad
de sonda que afiadimos para hacer el positivo,gpenmarcar. Se afiadieron 200 pl de
la mezcla de hibridacion en cada porta, extendi@nbign por toda la superficie. Se
colocaron los portaobjetos en una caja de hibrislacon constante grado de humedad,

gue metimos en el horno de hibridacion durante lad@che a 42°C.

Protocolo para el buffer de hibridacion de oligoniedtidos

Se prepararon 10 ml SSC 20x (NaCl 3 M, citrato addi,3 M (Panreac, Barcelona, Espafa), pH = 7,0
filtrado, tratado con DEPC y autoclavado), 2,5 mlfdsfato soddico (Panreac, Barcelona, Espafa) pH =
7,0, 5 g de dextran sulfato (Panreac, Barcelongaizg, 0,5 ml de pirofosfato sédico (Panreac,
Barcelona, Espafia) 0,1 M, 5 ml de soluciéon Dentaffix (5 g de polivinilpirrolidona, 5 g de BSA,¢b

de Ficoll (Panreac, Barcelona, Espafa) 400 en 308ent,O-DEPC), 1 ml de 10 mg/ml de DNA de
esperma de salmoén (Sigma, Missouri, USA), 1 mbdag/ml de acido poliadenilico (poliA) (Sigma,
Missouri, Espafia), 50 ul de 120 mg/ml de hepartenfeac, Barcelona, Espafia), 25 ml de formamida
desionizada
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9.5. Lavado de los portas

Al dia siguiente, se procedio a los lavados, usghéitros de buffer de lavado a
50°C: 200 ml SSC 20x, 8 ml DTT 1M, y8. Se sumergieron los portas en un tampén
de lavado a temperatura ambiente. Se colocaropdaobjetos en cestillas de vidrio,
gue se introdujeron en el buffer de lavado a 508@, agitacion moderada, durante 30
min. Transcurrido este tiempo se paso la cestil@ra cubeta con buffer de lavado
durante otros 30 min en las mismas condicionesagtes. Tras esto se paso la cestilla
por los siguientes lavados a temperatura ambi&m&n cada uno: SSC 1x, SSC 0,1x,
H,O-DEPC, Etanol al 80%, Etanol al 96% 1 min. Secdeldos portas, y exposicion a

films sensibles durante 4-5 dias a temperaturaeartdi

9.6. Cuantificacién densitométrica y analisis estdstico

Las densidades de gris de las imagenes se dedeamipor densitometria usando
el programa Scion 4.03 Image Software (Scion Catpmr, Maryland, USA). Se
obtuvieron valores de densidad 6ptica relativaadeskcciones, no convertidas a valores
reales de concentracion debido a que la hibridariésitu es una técnica que solos

permite una valoracion semicuantitativa.

Todos los datos se representan como la media MEde n animales por grupo
experimental. Los datos se analizaron usando tAM®OVA de dos vias para observar
las diferencias entre los cuatro grupos experinenty para observar la posible
relacion entre las variables cirugia (bulbectomizad bulbectomizado) y tratamiento
(fluoxetina/no fluoxetina) seguido de un tgwist hoc Newman-keuls y usando el
programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Softwame, $an Diego, CA). La

significacion estadistica elegida fpe 0.05.
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10. Estudios de expresion de proteinas en hipocamf&estern-Blot)

10.1. Preparacion de tejidos

Una vez realizadas la pruebas conductuales, liosads fueron sacrificados 24
horas después de la extraccion de las minibombaétmss mediante decapitacion. Se
extrajeron los cerebros y se diseccionaron losdaippos, rapidamente congelados a -
80 °C. El dia del ensayo, todas las muestrassmugelaron y homogeneizaron (1:15,
500-600 ul aprox.) usando un Potter (Kinematicaz&8y15 veces, 800 rpm) y después
se realizd un lisado durante 30 minutos en hiedm yin tampdn de lisado (Hepes-HCI
10 mM (Panreac, Barcelona, Espafia), pH = 7,9; M§GImM, KCI 10 mM (Panreac,
Barcelona, Espafia), Igepal 1% (Sigma, Missouri, }JSoxicolato de sodio 0.1%
(Sigma, Missouri, USA), SDS 0.2% (Sigma, MissoWgA) y Tween-20 0.1% (Sigma,
Missouri, USA)) conteniendo los siguientes inhilvel de proteasas y fosfatasas:
PMSF 1 mM (Sigma, Missouri, USA); aprotinina 10mll/(Sigma, Missouri, USA);
leupeptina 10 pg/ml (Amersham, Buckinghamshire, ;Uggpstatina A 10 pg/ml
(Sigma, Missouri, USA); antipain 10 pg/ml (Sigmaiskburi, USA); quimostatina 10
png/ml (Sigma, Missouri, USA); vanadato de sodio M rfBigma, Missouri, USA);
fosfato de sodio 1 mM (Sigma, Missouri, USA); caiiaa 1 mM (Sigma, Missouri,
USA); y E-6410 uM (Sigma, Missouri, USA). Se ceioigb a 14.000g durante 10
minutos a 4 °C y se recogieron las proteinas dadabtlas en el sobrenadante. Se realizd
la determinacion de proteinas de los homogeneiza€@dn el método propuesto por
Lowry et al. (1951).

10.2. Preparacion de geles de acrilamida

Preparacion del gel de separacion

Componentes 8,5% 10%
Agua destilada 4,255 ml 4,650 ml
30% acrilamida-bis. 2,430 ml 3.600 ml
Tampédn de separacion 4X 2,310 ml 85@ml
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10% persulfato de amonio(APS) 1386 168ul
Temed @l 7,5l

Tampon de separacion 4X (90,85 g Tris HCI, 20 mISSI® %, pH = 8,8, en un
volumen de 500 ml.)

10.3. Electroforesis y transferencia

Se vertid el gel entre los 2 cristales del sistesmbre el que echamos agua

destilada hasta que polimerizd. Se elimino el agstante y se vertid stacking gel.

Composicion del stacking ge{(Agua destilada 1,5 ml, 30 % acrilamida-bis. 430(Biorad,
California, USA), tampoérstacking gedX 670ul (30,3 g Tris HCI, 20 ml SDS 10 %, pH = 6,8
para un volumen de 500 ml.), APS (USB, BuckinghdrasiJK) 10 % 42ul, rojo fenol 5pl
(Sigma, Missouri, USA) y Temed 7% (Sigma, Missouri, USA)) hasta el borde del peine.

Se coloco el gel en el médulo de ensamblaje, guatsodujo en el tanque,
rellenando la camara superior con tampén de migmatK hasta el borde (tampdn de
migracion 10X ((30 g de Tris, 144 g de glicina, 1MDSDS (USB, Buckinghamshire,
UK) 10 % y 900 ml de agua destilada para un volutotsd de 1 ml)). Se relleno la
cubeta con tampon de migracién 1X hasta la mitadrefiro el peine, lavando los
pocillos para eliminar cualquier resto de acrilaamifle incluyeron 35 pg de proteina en
SDS-PAGE (10% en todas salvo en TrkB 8,5%). Se pusmarcha la electroforesis
(100 V 15min seguido de 160 V 50min). Acabada lgrawgion, se extrajo el gel, que se
sumergio en tampon de transferen@@0 ml de tampén de trisglicina 10 X, 400 ml de
metanol (Scharlau, Barcelona, Espafia) y 1400 mhgiea destilada para un volumen de 2
litros). Tampon de trisglicina 10X ((30 g de Trigl4 g de glicina (Sigma, Missouri, Espafia) y
1 litro de agua destilada)lurante 30 minutos en agitacion, junto con 2 ppee filtro y
1 membrana (PVDF o nitrocelulosa en el caso de }REe montd el sistema de
transferencia, rellenando la cubeta con tampomasesferencia frio, en hielo. Se colocé

a 100 V durante 90 minutos.
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10.4. Bloqueo con anticuerpos

Finalizada la transferencia, se bloqued la uniénlos sitios de fijacion
inespecificos de anticuerpos durante 1 hora a tetysa ambiente en 5 % de leche en
polvo desnatada, y en caso de proteinas fosfosijaatabloqued con 3 % de leche en
polvo més 20Qul de vanadato de sodio y 1Q0de fosfato de sodio por cada 100 ml de
leche como inhibidores. Posteriormente, se procad&incubacion con los siguientes
anticuerpos primarios durante toda la noche: [awctenina de raton (1:1000), anti-
AKT de ratdén (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Ineidelberg, Germany), anti-
ERKy2de conejo (1:2000; Santa Cruz Biotechnology, lan}i-pERK, de ratén (1:10
000; Sigma), anti-CREB de conejo (1:1000; Upstatearlottesville, VA), anti-pCREB
de conejo (1:1000; Upstate), anti-GAPDH de ratG@(dQ@0; Santa Cruz Biotechnology,
Inc) anti-TrKb (1:500; Abcam). Pasada la nocherag tires lavados en TBS-T (TBS
(158 ml NaCl 5M, 105 ml Tris 1 mM y 5 litros de agdestilada/0.05% Tween 20) las
membranas se incubaron con anticuerpos secundasigegados con peroxidasa de
rabano durante 1 hora. Los anticuerpos secundseiatetectaron con el kit avanzado
ECL (GE Healthcare Europe GmbH, Munich, Germany).

10.5. Cuantificacion densitométrica y analisis esthstico

Las cuantificaciones de las bandas se llevaron ianed densitometria
semicuantitativa con el programa informatico Sciorage 4.03 (Scion Corporation,
Maryland, USA). Los valores densitométricos obtemiccon estos anticuerpos se
normalizaron con los valores obtenidos con loscaetpos anti-GAPDH para corregir

cualquier posible desviacion en la carga de latepras.

Los datos se analizaron usando un tett Student en aquellos casos en los que
s6lo se analizaron las diferencias entre gruposeotdmizados y no bulbectomizados,
mientras que se utilizd un test ANOVA de dos viasmpobservar las diferencias en el
caso de los cuatro grupos experimentales y parangdrsla posible relacion entre las

variables cirugia (bulbectomizado/no bulbectomizagiotratamiento (fluoxetina/no
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fluoxetina) seguido de un tegbst-hocNewman-keuls usando el programa GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc. San Diego, QA&).significacion estadistica
elegida fuep < 0.05.

11. Inmunohistoquimica dep-catenina por DAB en hipocampo de rata

11.1. Preparacion de los tejidos

Tras la anestesia (pentobarbital sédico, 50 mg/gg, 2% pentobarbital en una
dilucion de 10% etanol, 70%.,8d y 20% propilenglicol) y una vez sacrificadoss lo
animales se perfundieron via transcardiaca com@Q0fe suero salino (0,9 %) seguido
de 200 ml de paraformaldehido al 4% en tampon tosalino (PBS; 90% 30d, 10%
PBS 10x) para fijar los tejidos. Después de laysedh, se extrajeron los cerebros que
fueron post-fijados durante la noche %4y posteriormente transferidos a una solucién
de sacarosa al 30% en PBS 1x°€4 Una vez fijado el tejido, se obtuvieron lostesr
sagitales (45um) a nivel del hipocampo (fig. 26 a 40 del Paxiyo®Vatson 1986)
mediante un microtomo criostatico (20 cortes pdelm@mo maximo) y se mantuvieron
los cortes en 2 ml de solucion crioprotectora (28#englicol, 25% glicerol, PBS 10x,
40% HOd) a -20°C durante al menos 24 horas.

11.2. Inmunohistoquimica def-catenina

Las muestras se lavaron tres veces con PBS dufsameutos a temperatura
ambiente. Se incub6 mas tarde con la solucion desssarante de antigenos Vector H-
3300 durante 20 minutos en una freidora a 97°Cpi¥es se lavaron las muestras tres
veces con PBS durante 5 minutos a temperatura atabiee incubaron con,8; al 1%
en PBS 1x durante 30 minutos a temperatura ambgeri@ eliminar la peroxidasa
endogena. Una vez incubadas, se lavaron tres we$’BS durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se incubaron las muestrasP&®$+TS (normal serum 5%

+tritdn 0,2%) durante 30 minutos. Después, se iamublas muestras con el anticuerpo
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primario a 4C durante toda la noche: mouse #ntiatenina 1:500 (Santacruz) en PBS-
T. Se lavaron las muestras cinco veces con PBShidufa minutos a temperatura

ambiente.

Después se incubd con el anticuerpo secundarimitaodo donkey anti mouse
(Vector) 1:200 en PBS-TS durante 2 horas a temyperambiente dilucién 1:250.
Después de 5 lavados con PBS durante 5 a temeratbiente, se incubdé con el
reactivo Vectastain durante 30 minutos a tempeaatumbiente. Posteriormente, se
realizaron dos lavados con PBS durante 5 minuteshgeratura ambiente, seguidos de
tres lavados mas con Tris-HCI durante 5 minutosnaptratura ambiente. Se incubé
después con el kit DAB de Vector durante a tempemaambiente. Tras realizar tres
lavados con agua destilada durante 5 minutos ad&tyra ambiente, se extendieron

las muestras y fueron montadas sobre portaobjetatgzados.

La inmunohistoquimica dg-Catenina se llevo a cabo en secciones adyacentes a

las usadas en el estudio de expresion de BrdU.

11.3. Cuantificacion y analisis estadistico

El recuento de grupos de células que proliferammnealizo a lo largo de toda la
capa subgranular del hipocampo en una de cadact®ses de 4um y en uno de los 2
hemisferios cerebrales. Los datos se analizaramdosan test ANOVA de dos vias para
observar las diferencias entre los cuatro grupqeeraxentales y para observar la
posible relacion entre las variables cirugia (bcttw@izado/no bulbectomizado) y
tratamiento (fluoxetina/no fluoxetina) seguido de test post hoc Newman-Keuls
usando el programa GraphPad Prism 5.01 (GraphHade®®, Inc. San Diego, CA). La

significacion estadistica elegida fpe 0.05.
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12. Estudios de neurogénesis: inmunofluorescenciae dBrdU en

hipocampo de rata

12.1. Preparacion de tejidos

Para estudiar el numero de células del hipocampmepliferaban y sobrevivian,
se administr6 Bromodeoxiuridin®rdU; Sigma, Missouri, USA) cuatro veces (cada 2
horas) 75 mg/kg. intraperitoneal (i.p.) en solucsatina al 0,9% de NacCl el dltimo dia
de tratamiento con fluoxetinRara la obtencién y preparacion de los tejidosgacdsel
mismo procedimiento que se ha descrito para lamomistoquimica dg-catenina.

12.2. Inmunofluorescencia de la BrdU

La inmunofluorescencia del BrdU se realiz6 sigdeel protocolo de Malberg et
al. (2000) con ligeras modificaciones. Las muedinason lavadas tres veces con PBS
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Despaéacubaron con HCI 2N durante
30 minutos a 3T y posterior lavado tres veces con PBS duranteirfutos a
temperatura ambiente. Se realizé otra incubacigné&mdo boérico 0,1 M durante 10
minutos a temperatura ambiente y posteriores 3tam/aon PBS durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se realiz6 una incubaciOnREB®B-TS (suero de cabra 5% +
tritén 0,2%) durante 30 minutos seguida de incudracbn el anticuerpo primario 4G
durante toda la noche: rat anti-BrdU (Serotec) @:é0 PBS-T. Transcurrida la noche,
se lavaron las muestras con PBS durante 5 minuttsmperatura ambiente y se
incubaron con el anticuerpo secundario Texas Re#ejoanti rat (Jackson) 1:200 en
PBS-TS (normal serum 5% + triton 0.2%) durante Patia temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo, se lavaron las muestnasocveces con PBS durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se incubd con DARIOO en PBS durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Tras esta ultima incubas@éavaron las muestras con PBS
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Parbziinase extendieron y montaron los
cortes con medio de montaje para fluorescencia I6Rgd sobre portaobjetos

gelatinizados.
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12.3. Cuantificacion y analisis estadistico

Se proces6 y monto una de cada seis seccionéspdebmpo para proceder a la
cuantificacion. Para esta cuantificacion de célBagU™ se siguid un protocolo de
estereologia modificado, a partir de Eisch et2000) y de Malberg et al. (2000)
debido a que las células Brtison relativamente raras en la zona subgranulagictel
dentado. Las células BrdUueron contadas por un experimentador “ciego” en u
microscopio (Carl Zeiss Axioskop 2 Plus) a un aummeate 400x%, excluyendo aquellas
coincidentes al plano superior 0 mas de dos céliwlesa de la zona subgranular
(principio del disector 6ptico). Fueron usadas ut@@42 secciones por cada cerebro, y
se contaron una media de 660 + 183 (media + Sdlu)as por animal. El nimero total
de células BrdU por seccion se determind multiplicando por seigs pabtener el

namero total de células marcadas por hipocampo.

Los datos se analizaron mediante test ANOVA de Was para observar las
diferencias entre los cuatro grupos experimentalpara observar la posible relacion
entre las variables cirugia (bulbectomizado/no déxtibmizado) y tratamiento
(fluoxetina/no fluoxetina) seguido de un tgsbst hoc Newman-keuls usando el
programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Softwame, $an Diego, CA). La

significacion estadistica elegida fpec 0,05.
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1. Alteraciones conductuales inducidas por la bultomia olfatoria

bilateral en la rata

1.1. Evaluacion conductual a los 15 dias de la bulbectdeolfatoria

Todos los parametros conductuales analizadosaeaegn siempre transcurridas
dos semanas desde la cirugia (bulbectomiahgm-operation De acuerdo a la
literatura, se considera que a la dos semanasytlosttomia se han desarrollado y se
manifiestan plenamente las alteraciones condu&tugieneuroquimicas propias del
sindrome de bulbectomia olfatoria en la rata. Estdirmacion conductual la hemos
realizamos en todos los animales de todas lasssexpgerimentales abajo resefiadas vy,
siempre antes de comenzar el tratamiento cronico flemxetina. Los datos que a
continuacion mostramos proceden de la evaluaciondwzual, a los 15 dias
postcirugia, de animales contrehém-operatedCO) y bulbectomizados (OB) de una
de esas series experimentales y son representddviosias ellas.

Se observaron y cuantificaron diversos parametoysluctuales en el test del
campo abierto, a intervalos de un minuto, durar#dacsesion de 5 minutos: las
deambulaciones (numero de cuadriculas cruzadasasoruatro patas, bien centrales,
periféricas 0 ambas), los alzamientos (alzamieatdse las patas traseras en actitud
exploratoria), los acicalamientos (uso de patasngua para limpiarse) y el nUmero de

defecaciones (el niumero de bolos fecales).
1.1.1. Deambulaciones

Se registraron las deambulaciones periféricadrales y totales por minuto asi
como el total de deambulaciones durante la seséntedt del campo abierto (5

minutos) para cada uno de los animales de los dgmg experimentales de estudio
(CO, control; OB, bulbectomizados).
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Cuando comparamos el numero de las deambulactotaees por minuto entre
los dos grupos experimentales del estudio (congrddulbectomizados), podemos
observar (fig. 1) que en todos los minutos de $@0sedel campo abierto (5 minutos) se
aprecian diferencias significativas en el nimerale@mbulaciones totales entre ambos
grupos, si bien no parece haber diferencias eosr@lbs grupos con respecto al curso
temporal en que se produce el nimero de deambuésctotales (minuto J»= 0.0156;
minuto 2:p= 0.0017; minuto 3p= 0.0404; minuto 4p= 0.0027; minuto 5p= 0.0172).
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Figura 1. Grafica correspondiente al nimero de deambulacitotates por
minuto efectuadas por los animales control (CO)ujbéctomizados (OB)
durante una sesién de 5 minutos en el test del @aijerto realizado a los 15
dias postcirugia. Los datos representan las mediag&.M. *p < 0,05; **p <
0.01vs animales control (testStudent) (CO= 8, OB= 8).

Del mismo modo, cuando representamos el niumesd dgt deambulaciones
(periféricas y centrales) durante toda la sesidrcampo abierto (5 minutos), podemos
observar (fig. 2), que el numero de deambulacitoides es significativamente mayor
en los animales bulbectomizados en comparaciomosoanimales contropé& 0.0023).
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Figura 2. Gréafica correspondiente al nimero de deambulacidotdes
efectuadas por los animales control (CO) y bulbmazados (OB) a los 15
dias postcirugia durante el total de los 5 mingielstest de campo abierto.
Los datos representan las medias + E.E.Mp¢*0.01vs animales control
(testt Student) (CO= 8, OB= 8).

Cuando distinguimos entre deambulaciones perifeérica centrales, y
cuantificamos Unicamente el nimero de deambulasiosatrales, parametro que esta
inversamente relacionado con el nivel de ansie@ddsianimales, observamos que los
animales bulbectomizados presentan una tendenatea@esar menos las cuadriculas
centrales, pero sin llegar a ser significatipe 0.17) (fig. 3), probablemente debido a la
gran variabilidad interserie e interindividual ohsela para este parametro.

15+

10+

Deambulaciones centrales

CO

Figura 3. Gréfica correspondiente al nimero de deambulacicresrales
efectuadas por los animales control (CO) y bulbazados (OB) a los 15
dias postcirugia durante el total de los 5 mingtelstest de campo abierto.
Los datos representan las medias + E.E.M. (CO=B416).
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Estos resultados anteriores demuestran y confirf@arprincipal alteracion
conductual inducida por la bulbectomia olfatoridateral, que es la presencia de
hiperactividad en el test de campo abierto comantbca el claro y significativo
incremento en el nimero de deambulaciones totRles.su parte, la tendencia a la
disminucién en el nimero de deambulaciones cestteds la bulbectomia reflejaria la
existencia de ese componente de ansiedad que tampaece asociarse

secundariamente a este modelo animal de depresion.

1.1.2. Alzamientos

Cuando representamos el numero total de alzansieato el campo abierto
podemos observar (fig. 4) que el nUmero de alzawses significativamente mayor en
los animales bulbectomizados que en los animalesai@p= 0.0263). Este aumento de
los alzamientos, que refleja un aumento de la ideiiv exploratoria de los animales
bulbectomizados, es otro parametro caracteriséda Hiperactividad/ansiedad presente

en este modelo animal de depresion.

30+ *

10+

Alzamientos totales

Cco

Figura 4. Grafica correspondiente al total de alzamientosteéelos por los
animales control (CO) y bulbectomizados (OB) a Ids dias postcirugia
durante el total de los 5 minutos del test de camapirto. Los datos
representan las medias + E.E.Nb<*0.05vs animales control (testStudent)

(CO=8, OB=8).

116



Resultados

1.1.3. Acicalamientos

Podemos observar (fig. 5) cdmo el numero de amu&ntos en los animales
bulbectomizados es menor que en los animales ¢patroque las diferencias no son
estadisticamente significativap= 0.1298). Aunque en alguna serie experimental la
diferencia fue significativa, el hallazgo mas frecte es el que aqui se muestra, debido
a la gran variabilidad interserie e interindividdal este parametro. El hecho de que los
animales bulbectomizados presenten esa menor t@addmumero de acicalamientos
es otra muestra del componente de ansiedad quenpada este modelo animal de
depresion.

Acicalamientos totales

Cco OB

Figura 5. Gréfica correspondiente al total de acicalamzefectuados por los
animales control (CO) y bulbectomizados (OB) a Ids dias postcirugia
durante el total de los 5 minutos del test de carapierto. Los datos
representan las medias + E.E.M. (CO=8, OB=8).

1.1.4. Defecaciones

En cuanto al namero de defecaciones (fig. 6) hesbesrvado cdmo el registro de
bolos fecales en los animales bulbectomizados rfpetré que reflejaria la activacion
vegetativa inducida por la ansiedad) fue mayor eués animales control, aunque las
diferencias no son estadisticamente significatijgs 0.1473). En alguna serie
experimental la diferencia fue significativa, peohallazgo mas frecuente es el que

aqui se muestra (gran variabilidad interserie eximdividual).
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Figura 6. Gréfica correspondiente al total de defecacionésnémo de bolos

fecales) de los animales control (CO) y bulbectahi's (OB) a los 15 dias
postcirugia durante el total de los 5 minutos det tle campo abierto. Los
datos representan las medias + E.E.M. (CO=8, OB=8).

1.2. Patron temporal del sindrome de bulbectomia faitoria: evaluacion conductual

alos 15, 30, 45 y 90 dias postcirugia

Con la finalidad de determinar si el sindrome dibdetomia persistia a lo largo
del tiempo se realiz6 una evaluacién conductuahdeiero de deambulaciones totales
en las ratas bulbectomizadas y control en puntopdeales después de la cirugia. Se
evalub la conducta en el campo abierto (represdasEn aqui el numero de
deambulaciones totales) hasta 3 meses despué<idagia. Por lo tanto, la evaluacion
conductual se hizo a los 15 dias tras la operatgdnulbectomia y posteriormente a los
30, 45y 90 dias.

Como podemos observar en la figura correspond{@gter), en todos los puntos
temporales analizados se aprecian diferencias fisgivas en el numero de
deambulaciones totales entre ambos grupos, comftmague el sindrome de
bulbectomia olfatoria bilateral persiste, al mepam este parametro de hiperactividad,

durante todo este largo periodo de tiempo.
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Figura 7. Gréfica correspondiente al nimero de deambulacidotdes
efectuados por los animales control (CO) y bulb®&tados (OB) en el test del
campo abierto realizado en distintos puntos teng®lo largo de un periodo
de tres meses potscirugia. Los datos represergamddias + E.E.M. **p<
0.001vs animales control (te$tStudent). (dial5-C0O=8, OB=12; dia30-CO=5,
0OB=4; dia45-C0=8, OB=13; dia90-CO=8, OB=9).

2. Efecto del tratamiento crénico con fluoxetina dure las alteraciones

conductuales inducidas por la bulbectomia olfatoridilateral en rata

Una vez confirmado el sindrome de bulbectomia ali@tmediante la realizacion
del test del campo abierto (15 dias postcirugaes),animales se trataron crénicamente
con el antidepresivo fluoxetina (10 mg/kg/dia,,sle dias), inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina, y transcurrido estepiiese evaluaron los efectos que la
misma produjo sobre los parametros conductualestragos en el test del campo
abierto para los diferentes grupos de experimemafCO=control sin tratamiento,
COF=control con fluoxetina, OB= bulbectomizado simatamiento, OBF=

bulbectomizado con fluoxetina).

De nuevo, los datos que a continuacion mostragmoseden de la evaluacion
conductual después de cuatro semanas postcirufi#igd postratamiento) de animales
control y bulbectomizados, con y sin tratamienta aoxetina de una de esas series

experimentales, y son representativos de todas ella
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2.1. Deambulaciones

Como se observa en la figura 8, el nUumero de delaibnes totales en los
animales bulbectomizados fue significativamente anayue en los animales control
(g=12.16,p< 0.001), aunque el tratamiento cronico con flumetisminuy6 el nimero
de deambulaciones totales (g=14.p8, 0.001) hasta unos valores equivalentes a los
observados en las ratas control (q=1.4630.05). ). Las mayores fuentes de variacion
segun el analisis ANOVA de dos vias son las vasmbiratamiento [ANOVA
tratamiento: F(3,25)=65.63< 0.001], cirugia [ANOVA cirugia: F(3,25)=45.0p<
0.001] y la interaccion entre ambas variables [AMO¥teraccion: F(3,25)=52.1h<
0.001]. Estos datos demuestran que la fluoxetimairastrada cronicamente revierte la
hiperactividad caracteristica del sindrome de luitimeia olfatoria bilateral en la rata.
Este es un efecto propio del animal bulbectomizadesto que, como podemos apreciar
(fig. 8), después de la administracion cronicaldexitina en los animales control no se

observa cambio conductual alguno en el test depoaabierto.
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Figura 8. Gréfica correspondiente al nimero de deambulasitmimles efectuadas
por los animales control y bulbectomizados en st el campo abierto a las 4
semanas postcirugia y tras el tratamiento croreeoflaoxetina (10 mg/kg/dia, s.c., 14
dias). Los datos representan las medias + E.Exvp< 0.001vs animales control,
"*p<0.001vs animales bulbectomizados sin tratamiento (tesOXN de dos vias
seguido por un analispost hodNewman-Keuls). (CO=5, COF=8, OB=4, OBF=9).
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2.2. Alzamientos

Como se observa en la figura 9, el nUumero de aérdos realizados por los
animales bulbectomizados es significativamente mgye el de los animales control
(g=3.466,p< 0.05), aunque el tratamiento cronico con fluoxaetisminuyd el nimero
de alzamientos (q=6.05p<0.001) hasta unos valores equivalentes a los cdxdesven
ratas control (q=2.907p> 0.05). La mayor fuente de variacion segun el aigali
ANOVA de dos vias es la variable tratamiento [ANOWAtamiento: F(3,44)=15.45,
p<0.001]. Estos resultados demuestran que el trataonieronico con fluoxetina
revierte el aumento en la actividad exploratoriaacristica del sindrome de
bulbectomia olfatoria, mientras que no hay efedmmificativos en los animales

control.
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Figura 9. Gréfica correspondiente al nimero de alzamienfestados por los
animales control y bulbectomizados en el test émhpo abierto a las 4 semanas
postcirugia y tras el tratamiento crénico con fletina (10 mg/kg/dia, s.c., 14 dias).
Los datos representan las medias *+ E.Ep& 6.05vs animales control,""p< 0.001
vs animales bulbectomizados sin tratamiento (tesOXKW de dos vias seguido por
un analisigpost hodNewman-Keuls). (CO= 14, COF= 8; OB= 13, OBF=10).

2.3. Acicalamientos
Como se observa en la figura 10, no hay diferen@a el numero de

acicalamientos entre los cuatro grupos de expetanEm tras el tratamiento crénico

con fluoxetina. Sin embrago, cuando realizamosnaiiss estadistico de comparacion
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de dos grupos experimentaldsdé Student no pareada), podemos observar como el
tratamiento crénico con fluoxetina incrementa demfo significativa el numero de
acicalamientos en los animales contmk(0.0322vs. control no tratados), pero no en

los animales bulbectomizados.
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Figura 10. Gréfica correspondiente al nimero de acicalamieafestuados
por los animales control y bulbectomizados en @l del campo abierto a las 4
semanas postcirugia y tras el tratamiento crérocoflaoxetina (10 mg/kg/dia,
s.c., 14 dias). Los datos representan las meda&EM. (CO= 14, COF= 8;
OB= 13, OBF= 10).

2.4. Defecaciones

Como se observa en la figura 11, no hay ningufexeticia significativa entre
animales control y bulbectomizados con respectotatero de defecaciones, pero si
existe una tendencia al aumento en el nimero daefe@saciones en ambos grupos de
animales tras el tratamiento crénico con fluoxeta hecho, si realizamos un andlisis
estadistico de comparacion entre dos grupos exeetaes (test Student no pareada),
el tratamiento cronico con fluoxetina incrementafal@na significativa el nimero de
bolos fecales tanto en los animales confpel @.0218vs. animales control no tratados)
como en los animales bulbectomizadps=(0.0405vs animales bulbectomizados no
tratados).
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Figura 11. Gréfica correspondiente al nimero de defecaciefeztuadas (nimero

de bolos fecales) de los animales control y buthizados en el test del campo
abierto a las 4 semanas postcirugia y tras elntfatgo cronico con fluoxetina (10

mg/kg/dia, s.c., 14 dias). Los datos representarmmadias + E.E.M. (CO= 14,

COF=8; OB= 13, OBF= 10).

3. Estudios autorradiograficos anatdmicos y funcioales

Con el fin de analizar la expresion y funcionaliddd varios subtipos de
receptores serotonérgicos y de los receptores banuides CB asi como la expresion
del transportador de serotonina (5-HTT) en el gerele la rata bulbectomizada y su
modulacién después del tratamiento crénico con rdgidepresivo fluoxetina (10
mg/kg/dia, s.c., 14 dias), se procedidé a realizBarahtes ensayos de fijacion de

ligandos especificos marcados radioactivamente@oses cerebrales.

Describimos, a continuacion, los hallazgos sobralénsidad autorradiografica
(estudios anatémicos) de cada subtipo de receptotomérgico y de la densidad del 5-
HTT valorada mediante la técnica de fijacion daalgghndos selectivos en secciones
cerebrales. Posteriormente se describen aqueiakados sobre la funcionalidad de los
distintos subtipos de receptores serotonérgico®lyreteptor CB (autorradiografia
funcional) que se ha valorado mediante la técngeaestimulacion de la fijacion de
[**S]GTRS inducida por agonistas selectivos y que perngterthinar la eficacia de

acoplamiento del receptor a las proteina G.
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3.1. Autorradiografia anatémica y funcional del sisema serotonérgico

3.1.1. Autorradiografia anatémica del 5-HTT: fija6n de PH]-citalopram

Exponemos aquellos resultados en la expresion sidih autorradiogréfica del
transportador de serotonina (5-HTT) en distintasagiro nucleos cerebrales que
resultaron estadisticamente significativos o qugatmos consideramos dignos de
mencionar 0 comentar, obtenidos en los estudiotad@gacion especifica de’i]-
citalopram (2 nM) a secciones cerebrales en el boerede animales
control/bulbectomizados con y sin tratamiento arorgon fluoxetina (tabla 1; fig. 12).

En animales control, las densidades mas altas-HalTs5fueron detectadas en los
nacleos del rafe dorsal y rafe mediano (> 200 fmgl/tejido); densidades altas (100-
200 fmol/mg. tejido) en los nucleos hipotalamicogrsdmediales, el talamo, la
sustancia negra y la sustancia gris periacuedudeisidades moderadas (70-100
fmol/mg. tejido) en la corteza entorrinal, el nachiel septo latero-ventral y los nucleos
basolaterales de la amigdala; y, las densidadeshajas (< 70 fmol/mg. tejido) en la
corteza frontoparietal, la corteza cingular, el dzlo-putamen, el ndcleo del septo
latero-dorsal, el hipocampo y el ntcleo del rafgnuss.

En general, la bulbectomia olfatoria bilateral ijdwcambios adaptativos
significativos en la densidad del 5-HTT cerebralnéicleos o regiones cerebrales muy
concretas: la amigdala basolateral (aumento), lstascia gris periacueductal
(disminucion) y el nacleo mediano del rafe (disneibn). Sin embargo, en todas las
areas analizadas el tratamiento cronico con fluoxefprodujo una acusada y
significativa regulacion a la baja de la densidatl S HTT, tanto en el cerebro del
animal bulbectomizado como en el del animal conPel hecho, el analisis ANOVA de
dos vias revel6 que la mayor fuente de variacigrespondio a la variable tratamiento
[F(3,17) para todas las areas]: corteza frontofariexterna [F=18.83p<0.001],
corteza frontoparietal interna [F=36.940.001], corteza cingular [F=27.13<0.001],
corteza entorrinal [F=44.459<0.001], caudado-putamen [F=37.8;0.001], septo
laterodorsal [F=15.899<0.01], septo latero-ventral [F=101{350.001], CA2-CA3 del
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hipocampo [F=40.99p<0.001], giro dentado del hipocampo [F=19.58;0.001],
talamo laterodorsal [F=9.1$<0.001], hipotalamo dorsomedial [F=97.0850.001],
amigdala [F=44.89p<0.001], sustancia negra [F=39.80<0.001], sustancia gris
periacueductal [F=52.70<0.001], nucleo dorsal del rafe [F=59.§%0.001] y nucleo
del rafe magnus [F=45.60<0.001]. En el caso del nacleo del rafe mediananélisis
ANOVA de dos vias revel6 que las mayores fuentegadi@cion correspondieron a las
variables interaccion [ANOVA interaccion: F(3,17) 6127, p<0.05], tratamiento
[ANOVA tratamiento: F(3,17) = 61.7§<0.001] y cirugia [ANOVA cirugia: F(3,17) =
5.537,p<0.05].

El posterior analisis estadistico (tpstst-hocde Student-Newman-Keuls) revelo
la existencia de un aumento significativo (+29%)l&rdensidad del 5-HTT en los
nucleos basolaterales de la amigdala de los arsrbalbectomizados con respecto a los
animales control (g=3.359<0.05). En el tronco cerebral, en la sustancia gris
periacueductal se observo un descenso significdtleb-34%) en la densidad del 5-
HTT en las ratas bulbectomizadas en comparacioriasoanimales control (q=4.039,
p<0.01); y, por ultimo, también se encontr6 un descesignificativo (-42%) en la
densidad del 5-HTT en el ndcleo del rafe medianorespecto a los animales control
no tratados (g=5.454<0.001). En el resto de las &reas analizadas nacmtearon
cambios significativos aunque observamos una ctertdencia a la reducciéon en la
densidad del 5-HTT en areas corticales (entre gl -B5%) en comparacion con los
niveles de expresion en los animales control. Lenmoi ocurre en otras regiones
telencefélicas y nacleos del tronco cerebral dastservamos lo mismo una tendencia
al aumento (i.e. +18,8% en el hipotdlamo dorsonedismo a la reduccion (-17,8% en
giro dentado del hipocampo; -11% en rafe magnus) gen alcanzar significacion

estadistica.

El tratamiento cronico con fluoxetina indujo redooces significativas, entre un -
25% y -75%, en la densidad del 5-HTT en todas laasacerebrales corticales y
limbicas, tanto en el grupo de los animales cordooho de los bulbectomizados en
comparacion con sus grupos respectivos de animaléstados: corteza frontoparietal

externa (q=6.3849<0.01 animal control tratades. animal control no tratado; q=3.884,
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p<0.05 animal bulbectomizado tratads. animal bulbectomizado no tratado), corteza
frontoparietal interna (q=8.118<0.001; g=6.133%<0.001), corteza cingular (q=7.747,
p<0.001; q=4.50%<0.01), corteza entorrinal (q=9.608<0.001; g=6.938<0.001),
caudado putamen (g=9.2(%850.001; g=5.984p<0.001), septo latero-dorsal (q=3.952,
p<0.05; q=6.049p<0.01) , septo lateroventral (q=12.4%0.001; g=12.05p<0.001),
CA2-CA3 del hipocampo (gq=8.195<0.001; g=7.554p<0.001), giro dentado del
hipocampo (q=6.499,p<0.001; q=4.370,p<0.05), talamo laterodorsal (q=12.34,
p<0.001; g=11.08,p<0.001) hipotalamo dorsomedial (q=11.62x0.001; q=13.08,
p<0.001) y amigdala basolateral (q=6.4F%0.001; q=10.21p<0.001 ).

También en el tronco cerebral, hemos detectadaachacion en la densidad del
5-HTT tras el tratamiento crénico con fluoxetinattaen los animales control como en
los bulbectomizados aunque de mayor intensidad®(80} que la observada en areas
cerebrales corticales y limbicas, salvo en el midkd rafe magnus (55-66%): sustancia
negra (q=8.824p<0.001 animal control tratades. animal control no tratado y q=7.114,
p<0.001 animal bulbectomizado tratades. animal bulbectomizado no tratado),
sustancia gris periacueductal (g=11.080.001; g=6.714p<0.001), ndcleo dorsal del
rafe (q=9.367,p<0.001; g=8.929,p<0.001), nucleo mediano del rafe (g=11.08,
p<0.001; g=11.68p<0.001), y nucleo del rafe magnus (q=9.6820.001; q=6.733,
p<0.001).

126



Resultados

Tabla 1. Densidades autorradiogréficas del 5-HTT (fmol/mg de tejido) medidas como la fijacion especifica de [*H]-citalopram 2 nM en secciones de cerebro de rata
control/ bulbectomizada y efecto de la administracion cronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias)

% cambio % cambio % cambio % cambio
AREAS CEREBRALES co COF o5 CO OB vs CO OBF B vs CO

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 52,30 4,75 34,97 + 1,87%* 33,1 46,81 + 2,61 -10,5 36,27 +4,70"%* 22,5 -30,7

Corteza FP interna 47,50 +2,39 33,34+ 1,78%**  -298 45,15+£2,03 49  3446+3.21 " wxx 237 -27,5

Corteza cingular 51,70 + 3,34 34,80 + 1,44%* -32,7 47,16 2,74 88 37,32+394 7wk 220,9 -27,8

Corteza entorrinal 71,41 £6,23 32,38+ 2,66%%%  -547 60,28 + 5,25 2156 33,92+2,61 w437 -52,2
Ganglios basales

Caudado putamen 55,97 £ 4,03 34,04 £ 1,28%%  _385 50,10 + 3,47 2105 36,13+233 e 279 -354
Nucleos septales

Nucleo septal latero-dorsal 57,16 £4,81 34,77 £ 1,51* -39,2 66,0 12,36 15,5 33,36+ 3,39 -49,5 -41,6

Nicleo septal latero-ventral 83,01 +3,25 36,23 +1,33%**  -564 76,32 + 7,00 81 34,70 £4,06 7w _54,5 -58,2
Hipocampo

CAl CA2 57,48 + 5,58 31,86 + 1,49%%*  _446 55,85+ 4,34 22,8 32224359 ewr 423 -43,9

Giro Dentado 58,08 + 8,94 31,28+ 1,83%**  -46,1 47,76 + 2,60 2178 29,74+ 4,86 %+ -37,7 -48,8
Talamo

Nucleo laterodorsal 135,21 £ 23,20 3531+ 1,77%%*  -73,9 161,52 + 14,34 195 3512+6,11 %% 783 -74,0
Hipotilamo

Nucleos dorsomediales 129,84 + 17,83 34,43 +1,78%%*  -73)5 154,26 + 11,95 188  34,17+5,66" %+ _77.8 -73,7
Amigdala

Nucleos basolaterales 78,30+ 7,07 34,57 +2,64%%*  -558 100,98 + 14,13* 29,0 22,73+3,79 exr 775 -71,0
Tronco del encéfalo

Sustancia negra 166,91 + 29,59 30,60 + 1,30%**  -8/,7 158,15+ 31,74 252 38,18+4227 w759 -77,1

Sustancia gris periacueductal 171,93 + 26,87 32,42+ 3,62%%% 81,1 113,64 + 17,88** -33,9 36,28 +2,627 " wxx 68,1 -78,9

Rafe dorsal 279,46 + 57,14 33,71 £ 4,12%%*  -87,9 271,87 + 70,45 27 3682+1,807Fxx 86,5 -86,8

Rafe mediano 284,76 + 69,08 30,53 +£2,67%%*  -89,3 165,98 +24,13%** 41,7  3353+443 e .79,8 -88,2

Rafe magnus 68,72 + 6,01 23,02 £ 3,47%%  -66,5 61,14+ 8,70 -11,0 29,67 +127 e 515 -56,8

Los datos representan las medias + E.E.M. *p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001 versus animales control (CO). 'p<0.05, "'p<0.01, ~'p<0.001 versus bulbectomizados no tratados (OB). ANOVA de dos vias seguido
de analisis post hoc de Newman-Keuls (CO= 6-8, COF= 6-8, OB= 6-8, OBF= 6-8).
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Figura 12. Autorradiograma representativo de la densidad dEITH a nivel del
hipocampo anterior medida como la fijacion espeaifile fH]-citalopram 2 nM en el
cerebro de animales control y bulbectomizados,egtefde la administracion cronica de
fluoxetina (10 mg/kg/dia, s.c., 14 dias). A), cohtr B) bulbectomizado; C)
control+fluoxetina; D) bulbectomizado+fluoxetinaxfP, corteza frontoparietal; CAL,
lamina CA1 del hipocampo; DG, giro dentado debbampo; LDTh, nucleo del tdlamo
laterodorsal; Amyg, nucleos basolaterales de lgy@datd; DMHyp, ndcleos dorsomediales
del hipotalamo.
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3.1.2. Autorradiografia anatémica del receptor 5-ii fijaciéon de PH]-8-OH-DPAT

Los hallazgos mas relevantes de los estudiosjaledin especifica de’tfi]-8-
OH-DPAT (2 nM) a secciones cerebrales de animalesra y bulbectomizados, y su
modulacién por el tratamiento crénico con fluoxatse exponen a continuacion (tabla
2; fig. 13). En el grupo de los animales controldséectaron valores de densidad del
receptor 5-HTa en un rango alto (> 10 fmol/mg tejido) en la cpateentorrinal, los
nacleos septales y en el hipocampo; densidadesamd8i10 fmol/mg tejido) se
detectaron en la corteza frontoparietal interna,ctateza cingular, los nucleos
hipotalamicos ventromediales, la amigdala y el emiael rafe dorsal; las densidades
mas bajas (< 5 fmol/mg tejido) dentro las areasizatas correspondieron a la corteza
frontoparietal externa, los nucleos hipotalamicemntro-mediales, la sustancia gris

periacueductal, el rafe mediano, el rafe magnwas ylicleos parabraquiales.

Corteza cerebral

En la corteza entorrinal se observé un aumentafiigtivo en la densidad del
receptor 5-HTx en las ratas bulbectomizadas (+42%) con respeckas acontrol
(g=3.704p<0.05) que fue revertido tras el tratamiento crémoo fluoxetina (q=6.078,
p<0.01 vs. bulbectomizados sin tratamiento) llegando a lokrea de densidad
similares a los observados en los animales contrdiratados (g=2.374>0.05). El
tratamiento crénico con fluoxetina no tuvo ningldiace en los animales control. El
analisis estadistico con ANOVA de dos vias mosué tps variables interaccion y
tratamiento fueron las mayores fuentes de variac[&NOVA interaccion:
F(3,19)=5.696p<0.05], [ANOVA tratamiento: F(3,19)=8.67p<0.05].

Nucleos septales

El tratamiento crénico con fluoxetina no produfeato significativo alguno en

la densidad del receptor 5-khl'en los animales bulbectomizados. En cambio, en los
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animales control se observé un descenso en suddenéd1%; q=5.383<0.01). La
fuente mayor de variacién fueron las variables raaeiéon [ANOVA interaccion:
F(3,19)=5.747p<0.05] y tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,19)=82p<0.05].

Tronco del encéfalo

En el nucleo del rafe magnus se encontré una nadguasidad del receptor 5-
HT.a en los animales bulbectomizados que en los aasmaintrol (+43%; g=3.968,
p<0.05) que fue revertida tras el tratamiento cromion fluoxetina (q=5.493<0.01
vs. bulbectomizados no tratados) hasta alcanzar llesesobservados en los animales
control p>0.05). El analisis del ANOVA de dos vias mostro tasgemayores fuentes de
variacion fueron debidos a la interaccion entre Jagables cirugia y tratamiento
[ANOVA interacciéon: F(3,19)=8.849p<0.01] y a la cirugia [ANOVA cirugia:
F(3,19)=5.690,p<0.05]. También en el nucleo parabraquial dorsalolservé un
aumento en la densidad de receptor 3A4Hn las ratas bulbectomizadas (+40%), que
fue totalmente revertida tras el tratamiento crémion fluoxetina (q=5.94%<0.01). El
andlisis de ANOVA de dos vias mostré que las fued mayor variacion fueron la
interaccion entre variables [ANOVA interaccion: A@)=8.701, p<0.05] y el
tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,19)=6.49%0.05].

Aunque no resultd ser significativo, también seeprd un aumento (+28%) en
la densidad del receptor 5-HiT en el nucleo parabraquial ventral de las ratas
bulbectomizadas pero no significativo (g=2.532;0.05). Sin embargo, si resulto
significativa la disminucion tras el tratamientodmico con fluoxetina en las ratas
bulbectomizadas (-33% del valor de densidad ers ratdbectonizadas no tratadas;
g=4.175,p<0.05). El andlisis de ANOVA de dos vias mostré tpuéuente de mayor
variacion fue la interaccion entre variables [ANOMAteraccion: F(3,19)=6.593,
p<0.05].
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Tabla 2. Densidades autorradiograficas del receptor 5-HT, 5 (fmol/mg de tejido) medidas como fijacion especifica de ['H]-8-OH-DPAT 2 nM en el cerebro de
rata control/ bulbectomizada y efecto de la administracion cronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias)

. o . B % cambio % cambio ; % cambio % cambio
AREAS CEREBRALES CcO COF vs CO OB vs CO OBF vs OB vs CO

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 3,02+0,24 3,02+0,11 0,0 2,95+0,32 -2,3 2,71 +0,26 =81 -10,3

Corteza FP interna 7,63 +0,98 7,30+ 0,38 -4,3 8,00+ 1,27 4,8 6,96 + 0,88 -13,0 -8,8

Corteza cingular 9,22 +0,55 10,52 £ 1,49 14,1 10,14 £ 1,27 10,0 8,00+ 0,83 21,1 -13,2

Corteza entorrinal 14,16 £ 0,72 13,14+ 1,05 7,2 20,04 + 3,93+ 41,5 1028+ 1,147 487 27,4
Nucleos septales

Nucleo septal latero-dorsal 27,49 + 3,40 16,28 + 0,89**  -40,8 20,28 = 1,91 -26,2  20,25+233 -0,1 -26,3

Nucleo septal latero-ventral 27,44 £2,99 23,59+2,77 -14,0 22,47 £2.,49 -18,1  23,64+248 5,2 -13,8
Hipocampo

CAl1 CA2 15,80+ 1,09 16,23 + 0,94 2,7 14,17 £ 0,71 -10,3 13,00+ 1,54 -8,3 -17,7

Giro Dentado 29,97 £ 1,23 26,97 +2.83 -10,0 29,57 £ 1,54 -1,3  2733+333 -7,6 -88
Hipotalamo

Nucleos dorsomediales 3,56 £0,56 3,93 +£0,56 10,4 3,35+£0,26 -5,9 3,15+£0,35 -6,0 -11,5

Nicleos ventromediales 8,53+1,28 8,80+ 1,55 32 6,08 1,01 2287 5,46 £ 0,87 -10,2 -36,0
Amigdala

Nucleos basolaterales 7,31+ 0,83 6,72+ 0,82 -8,1 6,06 + 0,84 -17,1 6,47 £ 0,55 6,8 -11,5
Tronco del encéfalo

Sustancia gris periacueductal 3,36 0,19 2.83+£0,27 -15,8 3,07+0,48 -8,6 2,35+0,24 -23,5 -30,1

Rafe dorsal 9,48 £1,53 942 +1,43 -0,6 13,39 £ 4,83 41,2 9,36 £0,53 -30,1 -1,3

Rafe mediano 4,18+0,57 532+1,82 27,3 4,07 £ 0,43 -2,6 4,41 £ 0,56 8,4 55

Rafe magnus 1,96+0,18 2,15+0,21 9,7 2,80 + 0,12+ 42,9 2,03+ 0,147  .27,5 36

Nucleo parabraquial dorsal 2,23 +0,31 230=+0,16 3,1 3,13+ 0,42* 40,4 1,78 £ 0,08 -43,1 -20,2

Nucleo parabraquial ventral 1,96 £0,22 221+0,25 12,8 2,50+ 0,35 27,6 1,67 = 0,09Jr -33,2 -14,8

Los datos representan las medias + E.E.M. *p<0.05 y **p<0.01 versus animales control (CO).

analisis post hoc de Newman-Keuls (CO=6-8, COF=6-8, OB=6-8, OBF=6-8).
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Figura 13. Autorradiograma representativo de la densidadetptor 5-HT, a nivel
del hipocampo anterior (A y C) y del nucleo dordal rafe (B y D) medida como la
fijacion especifica de*H]-8-OH-DPAT 2 nM en el cerebro de animales contyol
bulbectomizados. A) y B), animal control; C) y Dyllbectomizado. CxFP, corteza
frontoparietal; CA1, area CALl del hipocampo; Do glentado del hipocampo; Amyqg,
nacleos basolaterales de la amigdala; VMHyp, néclemtromediales del hipotalamo;
DRN, nucleo dorsal del rafe.
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3.1.3. Autorradiografia funcional del receptor 5-HX

A continuacion se describen los hallazgos masvaates de los estudios de
sobre funcionalidad del receptor 5-HTfijacion especifica de’JS]GTR/S inducida por
el agonista selectivo 8-OH-DPAT (1AM) en secciones cerebrales de animales
control/bulbectomizados y su modulacion por elamaento crénico con fluoxetina
(tabla 3; fig 14).

Areas donde se detectaron niveles altos de estindul de la fijacion especifica
de F°S]GTR/S por el agonista (300-200% de la fijacion basaBrén la corteza
entorrinal, el giro dentado del hipocampo y el eddlel rafe mediano; niveles medios o
medio-altos (200-150%) en la corteza frontopari@gtédrna, la corteza cingular, los
nacleos septales, las laminas CA1 y CA2 del hip@marel nucleo dorsal del rafe y el
rafe magnus; los porcentajes de estimulacién makerados a bajos (150-100%) en la
corteza frontoparietal externa, el talamo, el Hfaho, la amigdala, la sustancia gris

periacueductal y los nucleos parabraquiales.

Corteza cerebral

Se detectd un aumento significativo en la fundidad del receptor 5-Hik en la
corteza frontoparietal externa en los animales dmtithnizados con respecto a los
animales control (+36%; =6.653<0.001) que fue revertido tras el tratamiento
cronico con fluoxetina (q=13.1$<0.001) y que incluso descendi6 (desensibilizacion)
a niveles inferiores a los mostrados por los aresabntrol (q=6.505<0.001). Por el
contrario, el tratamiento crénico con fluoxetina les animales control produjo un
ligero pero significativo aumento en la funcionatid hipersensibilidad) del receptor 5-
HT.a @ este nivel (+17%; q=3.11p<0.05). El analisis de ANOVA de dos vias revelo
que las fuentes de variacion en los resultadogsien a la interaccion entre variables
[ANOVA interaccién: F(3,17)=45.75<0.001] y al tratamiento [ANOVA tratamiento:
F(3,17)=17.42p<0.001].
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En la corteza entorrinal, no se observé difereatgana entre los dos grupos de
los animales no tratados (CO y OB, q=3.4p80.05), aunque el tratamiento crénico
con fluoxetina hizo aumentar la funcionalidad amleptor 5-HTa en el grupo de ratas
bulbectomizadas (+43%; q=4.963, p<0.05) hasta ezempvalores similares a los
animales control, mientras que no se observé etdgtmno de la fluoxetina en las ratas
control. El andalisis de ANOVA de dos vias revel®da fuente de variacién en los
resultados se debi6 a la interaccion entre vasgabJANOVA interaccion:
F(3,17)=10.82p<0.01].

Nucleos septales

Detectamos un aumento significativo en la funcioiaal del receptor 5-HE
(hiperfuncionalidad) en el nucleo septal laterodben las ratas bulbectomizadas con
respecto a las control (+32%; g=3.6(080.05). Tras el tratamiento crénico con
fluoxetina la funcionalidad del receptor 5-HTse restablecid totalmente hasta unos
valores muy similares a los mostrados por los desneontrol p>0.05). El analisis de
ANOVA de dos vias mostré que la mayor fuente déaeaim se debié unicamente a la
variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,17)=4.678<0.05].

Hipocampo

En las capas CAy CA; del hipocampo no se observaron diferencias en la
funcionalidad del receptor 5-HA entre las ratas bulbectomizadas y las ratas dpsiro
bien el tratamiento con fluoxetina produjo un desce en la funcionalidad
(desensibilizacion) en las ratas control (-29%;.658, p<0.05) asi como también en
las ratas bulbectomizadas (-39%; g=5.4p90.01). La mayor fuente de variacion
observada en el andlisis ANOVA de dos vias fuedrable tratamiento [ANOVA
tratamiento: F(3,17)=16.8p<0.01].
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También en el giro dentado se observaron las msisawd@aciones que en las capas
CA: y CA,, es decir, desensibilizacion en las ratas cottaslel tratamiento crénico
con fluoxetina (-38%; q=4.519<0.05) asi como en las ratas bulbectomizadas (-43%;
0=4.683,p<0.01). La mayor fuente de variacion fue el tratantigANOVA
tratamiento: F(3,17)=14.5p<0.01].

Hipotalamo

A nivel de los nucleos hipotalamicos dorsomediales observé una
desensibilizacion del receptor 5-FkTen las ratas control tras el tratamiento cron@o c
fluoxetina (-32%; q=4.86(h<0.05). La mayor fuente de variacion fueron lasaldes
interaccion [ANOVA interaccion: F(3,17)=4.67p<0.05] y el tratamiento [ANOVA
tratamiento: F(3,17)=5.50p<0.05].

Amigdala

En el complejo basolateral de la amigdala se wbsana hipofuncionalidad del
receptor 5-HTa en las ratas bulbectomizadas con respecto a tas cantrol (-17%;
0=4.034, p<0.01). El tratamiento cronico con fluoxetina pradufambién una
desensibilizacion del receptor 5-FATtanto en ratas control (-27%; q=6.4940.001)
como en ratas bulbectomizadas (-22%; q=4.384).05). Las mayores fuentes de
variacion fueron la variable tratamiento [ANOVAtamiento: F(3,17)=18.4@<0.001]

y cirugia [ANOVA cirugia: F(3,17)=5.45p<0.05].

Tronco del encéfalo
En el nucleo del rafe dorsal el tratamiento créonegon fluoxetina produjo

desensibilizacion del receptor 5-HiTtanto en las ratas control (-21%; =3.810,

p<0.05) como en las ratas bulbectomizadas (-23%;3¢44p<0.05). Las mayores
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fuentes de variacién correspondieron a la variada@amiento [ANOVA tratamiento:
F(3,17)=14.55p<0.01

En el nucleo del rafe mediano se observé una tipodnalidad del receptor 5-
HT.a en las ratas bulbectomizadas con respecto a tas cantrol (-41%; q=5.100,
p<0.01), que fue revertida (q=4.17p<0.01) totalmente por fluoxetina. En ratas
control, el tratamiento crénico con fluoxetina pugmluna desensibilizacion del receptor
5-HT1a (-47%; 9=5.740,p<0.01). La mayor fuente de variacion correspondita a
variable interaccion [ANOVA interaccion: F(3,17)=18,p<0.01].

Ratio funcionalidad/densidad: “sefalizacion” viaceptor 5-HTa

Un andlisis mas detallado de los resultados sabrfericionalidad del receptor
llevando a cabo una correccion de los valores deidnalidad (fijacion especifica de
[**S]GTRS) con relacién a los valores de densidad autamadlica R=ratio
funcionalidad/densidad) puede aportar informacidiores el grado “real” de cambio en
la funcionalidad o “sefializaciéon neta” via esteeptor tras la bulbectomia y el
tratamiento con fluoxetina. Esta ratio para cadggrexperimental (animales control
tratados, bulbectomizados no tratados y bulbectahoiz tratados) se expresa con
relacion al valor de referencia (= 1) del grupo ldge animales control (“situacion
fisiologica”) y una vez normalizados los valoresaderespondientes de densidad y de
funcionalidad. Valores por debajo de 1 reflejarfaipofuncionalidad real” y por
encima de 1 “hiperfuncionalidad real”, una vez egidos los valores de funcionalidad
(fijacion especifica de *JS]GTR/S) con relacién a los valores de densidad
autorradiografica. A continuacion se comentan kasres deR para aquellas areas en
las que se habian detectado cambios significattroda funcionalidad para poder
determinar si dichos cambios son “aparentes” (p@pIacompaifan de cambios en el
mismo sentido y magnitud que en la densidad) désddsin cambios en la densidad).
También se describen las areas en las que sedatgan cambio en la densidad sin

alteracion paralela de la funcionalidad.
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En la corteza frontoparietal, los valoresRieeflejan lo mismo que los resultados
de la técnica de fijacion especifica d&S[GTR/S: hiperfuncionalidad tras la
bulbectomia y tras el tratamiento crénico con fetma en el animal control y una
desensibilizacion en el animal bulbectomizado tiateon fluoxetina. En el caso de la
corteza entorrinal, es importante mencionar queanaiis detectado un aumento en el
namero de receptores tras la bulbectomia, lo qudoua unos valores bajos de
funcionalidad (-23%) daria una sefializacion netaal disminuida en esta areR=(
0,5); por su parte, la recuperacion en la funciondlidan el animal bulbectomizado
tratado con fluoxetina seria en realidad una “liip®ionalidad real’ R= 1,5 una vez

tenida en cuenta la normalizacion en los valoredethsidad del receptor.

En el nucleo del septo latero-dorsal, B¥l,8 confirmaria la hiperfuncionalidad
del receptor 5-Hia en el animal bulbectomizado, revertida, como vini@s el
tratamiento con fluoxetina; und= 1,6 en el animal control tratado con fluoxetina
indicaria también que la funcionalidad se mantignéncluso aumenta relativamente)

debido a la disminucion significativa en la dendidal receptor a este nivel.

En el hipocampo, valores d&< 0,7 confirmarian la desensibilizacion inducida
por fluoxetina tanto en el grupo control como batbeizado. En el hipotalamo
dorsomedial, se confirma también la desensibil@agbor fluoxetina en el animal
control R=0,6).

El caso de la amigdala constituye otro ejemplalddns valores de ratio aportan
una informacion adicional, puesto que como hemsto\én la rata bulbectomizada se
observaba una disminucién en la fijacién especifieaf>S]GTR/S inducida por el
agonista serotonérgico (hipofuncionalidad) pereescorrige de acuerdo al numero de
receptores nos indicaria la existencia de una “nfuntionalidad” (valor =1) en la
sefalizacion via este receptor 541WT La desensibilizacion del receptor tras el
tratamiento cronico con fluoxetina se confirma enbas grupos de animales con

valores deR =0,8 y 0,7 para los grupos control y bulbectomizadspectivamente.
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Con relacion al rafe dorsal es importante rasajtie en el grupo de los animales
bulbectomizados, aunque no se observaron difeiesaificativas para los valores de
densidad o funcionalidad, un&® = 0,7 podria estar reflejando una cierta
hipofuncionalidad a pesar de una regulacion atk ab significativa, en la densidad
del receptor. Lo que si esta claro es que trasatmiento con fluoxetina hay una
desensibilizacion significativa a este nivel parmas lanimales control y los
bulbectomizadosR = 0,8 y 0,7 respectivamente). En el rafe mediaab ahimal
bulbectomizado, los valores de van paralelos a los registrados para la fijacion
especifica de’}S]|GTR/S. En el rafe magnus la disminucién en la fundidad (-21%)

y el aumento en la densidad (+43%) dan un balaineg¢ de R= 0,6 reflejando una
menor sefalizacion neta. Lo mismo podemos aplical €aso del nlcleo parabraquial
dorsal R = 0,7). De cualquier manera, la regulacién a Ja ba la densidad del receptor
tras el tratamiento con fluoxetina, hace que laalsmd@icion neta o final aparezca
incrementada en ambos nudcleos (R= 1,4 y 1,2, phreafe magnus y nucleo

parabraquial dorsal, respectivamente).
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Tabla 3. Estimulacion de la fijacién especifica de [ SIGTPYS (% de la fijacion basal, 100%) inducida por el agonista selectivo del receptor 5-HT 4 8-OH-DPAT (10 uM) en el
cerebro de rata control/ bulbectomizada y efecto de la administracion cronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias). R representa la ratio funcionalidad/densidad (“sefializacion

neta”) expresada con relacion al valor de referencia 1 del grupo de animales control (CO)

% cambio % cambio % cambio % cambio
AREAS CEREBRALES CcO COF s CO R OB s CO R OBF vs OB vs CO R

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 128,8+6,4 150,4 +11,7* 16,8 1,2 174,9 £ 6,0%** 35,8 1.4 83,7 + 5,5 -52,1 -350 07

Corteza FP interna 196,6 £2.0 175,5£26,7 -10,7 1564+ 143 -20,4 1232+ 10,2 -21,2 -37.3

Corteza cingular 195,5+£8,0 178,8+ 17,5 -85 1932+ 13,6 -1,2 167,1 £991 -13,5 -14,5

Corteza entorrinal 207,8+ 3.0 183,4+173 -11,7 159,6 2.9 -23,2 05 228,9 +33,5" 43,4 10,2 1,5
Nucleos septales

Nucleo septal latero-dorsal 176,5+7.5 164,8 +10,6 -6,6 1,6 231,7 + 32,3* 31,3 1.8 187,1£12,2 -19,2 6,0

Nucleo septal latero-ventral 149,8 £ 13,5 190,2 £ 28,0 27,0 174,0 £ 8,7 16,2 177,6 £15,6 2,1 18,6
Hipocampo

CA1 CA2 1744+ 16,6 124,7 + 8,5% 2285 0,7 152,5+145 -12,6 92,7+ 12,3 *#x 392 -46,8 0.7

Giro Dentado 272,5+£22,5 1692 +13,3*  -37,9 0,7 2472+423 -9.3 140,2 + 12,9 % 43,3 -48,6 06
Talamo

Nucleos posteriores 120,5+ 15,2 112,3+12,2 -6,8 111,4+13,1 -7.6 1144+ 16,4 -2,6 =51
Hipotilamo

Nucleos dorsomediales 128, 3+ 10,1 87,7 +£10,8* 31,6 0,6 104,690 -18,5 1029+ 39 -1,6 -19,8

Nucleos ventromediales 116,2+4,11 110,4+£9.2 -5,0 111,1 £6,1 -4,4 107,1 £3,2 -3,6 -7,8
Amigdala

Nucleos basolaterales 131,8+8.,6 95,7 + 8,0%** 27,4 0,8 1094 +4,1** -17,0 1 85,4 & 3,6 -21,9 -352 07
Tronco del encéfalo

Sustancia gris periacueductal 127,0 £ 8.6 110,6 £9.8 -12,9 126,2 £ 10,4 -0,6 102,6 £10,9 -18,7 -19,2

Rafe dorsal 158,2+ 16,1 1258 £9,5%*  -20,5 08 146,7+77 73 07 112,6 £9,0" 23,2 2288 07

Rafe mediano 205,9+ 30,5 110,2 £ 15,7%% 46,5 04 120,9+11,4** 41,3 06 190,5+9,5 57,6 7509

Rafe magnus 173,0+£293 130.8 £16.9 -24,4 1365+ 142 =211 0,6 172,7£22,1 26,5 -0,2 1.4

Nucleo parabraquial dorsal 113,0+15,5 1084+ 133 -4,1 104,1 £ 10,1 -7.9 0,7 123,8 £ 18,7 18,9 9,6 12

Nucleo parabraquial ventral 108,2+ 14,3 106,8 = 14,0 -1,3 121,8+82 12,6 111,4+13,6 -89 2,6

Los datos representan las medias + E.E.M. *p<0.05, *¥p<0.01, ***p<0.001 versus animales control (CO). p<0.005, *"<0.001, ~"p<0.001 versus bulbectomizados no tratados (OB). ANOVA de dos vias seguido de

analisis post hoc de Newman-Keuls(CO=06-8, COF=6-8,0B=6-8, OBF=6-8).
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Figura 14. Autorradiograma representativo de la estimulaaiten la fijacion de
[**S]GTR/S por el agonista selectivo del receptor 5H(E)-8-OH-DPAT 10uM en el
cerebro de animales control y bulbectomizadosc@sio el efecto de la administraciéon
cronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, s.c., 14 diashivel del caudado-putamen,
hipocampo anterior y nucleo dorsal del rafe. AyAA™", son secciones representativas
de la fijacién basal dé°B]GTR/S observada en todos los grupos experimentales’ B,
y B, representan la fijacion estimulada BSJGTR/S por 8-OH-DPAT en el animal
control CO; C, C" y C”, representan la fijacionireslada de S]GTR/S por 8-OH-
DPAT en el animal bulbectomizado OB; D, D" y D€presentan la fijacion estimulada
de P°S]GTR/S por 8-OH-DPAT en el animal bulbectomizado y tlataon fluoxetina
OBF. CxFP, corteza frontoparietal; CP, caudadospatg Septum, nlcleos septales;
CAl, ldmina CA1 del hipocampo; DG, giro dentadd ldpocampo; Amyg, ndcleos
basolaterales de la amigdala; VMHyp, nucleos vemtrhales del hipotalamo; DRN,
nucleo dorsal del rafe.
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3.1.4. Autorradiografia anatémica del receptor 5-kif fijacion de PH]-GR125,743

Los hallazgos més relevantes de los estudios deidij especifica de’H]-
GR125743(2 nM) a secciones cerebrales de animales contiolifpectomizados, y su
modulacién por el tratamiento crénico con fluoxatse exponen a continuacion (tabla
4; fig 15).

En los animales control los valores de fijaciéneesfica de H]-GR125,743
fueron extremadamente altos (> 200 fmol/mg tejielo)la sustancia negra y el globo
palido; valores altos de densidad (65-100 fmol/ejgld) se detectaron en la corteza
entorrinal, los nucleos septales, el talamo, ebtdllamo, la sustancia gris periacueductal
y el nucleo del rafe dorsal; valores medios (30H®®I/mg tejido) en las cortezas
frontoparietal y cingular, el caudado-putamen,ndgalala, el nucleo del rafe mediano y
nacleo del rafe magnus; las densidades mas Bajg8 fmol/mg tejido) del receptor 5-

HT,g se detectaron en el hipocampo.

Nucleos septales

En el nucleo septal latero-dorsal no se observdiferencias significativas en la
densidad de receptor 5-kklentre el grupo de ratas bulbectomizadas y el thsra
control. El tratamiento cronico con fluoxetina pug@una ligera regulacién a la baja en
estas Ultimas (- 12%; q=4.048+0.05). El analisis con el ANOVA de dos vias mostro
que la mayor fuente de variacion dependido de laabkr tratamiento [ANOVA
tratamiento: F(3,17)=7.767, <0.05].

Hipotalamo
En los nucleos hipotalamicos dorsomediales nobseragd ninguna diferencia en

la densidad de receptor 5-igTentre las ratas bulbectomizadas y las ratas dpntro

aungue si se observo una regulacion a la bajaueeonen las ratas control tras el
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tratamiento cronico con fluoxetina (-25%; q=4.5p30.05). La fuente de variacion
mayor fue la variable tratamiento [ANOVA tratamientF(3,17)=9.266,p<0.01].
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Tabla 4. Densidades autorradiograficas del receptor 5-HT,p (fimol/mg de tejido) medidas como fijacion especifica de [’H]-GR125,743 2 nM en el cerebro

de rata control/ bulbectomizada y efecto de la administracién crénica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias)

% cambio % cambio % cambio % cambio
AREAS CEREBRALES CcO COF vs CO OB vs CO OBF vs OB vs CO

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 32,84 £ 3,59 24,89 +2 44 -24,2 34,44 + 7,00 4,9 31,28 £3,46 -9,2 -4,8

Corteza FP interna 29,42 + 3,79 19,16 £ 1,68 -34,9 32,19+5,92 9.4 27,78 £ 3,30 -13,7 -56

Corteza cingular 4590+ 3,36 42,19 +4,13 -8,1 49,69 £ 5,09 8,3 47,00 = 3,99 -5,4 2,4

Corteza entorrinal 66,37 £5.,06 66,25 +£4,73 -0,2 62,50 +422 -5,8 56,00 £ 4,66 -10,4 -156
Ganglios basales

Caudado putamen 56,69 + 3,14 53,19+£2,07 -6,2 61,94+ 3,43 93 55,14 £ 1,86 -11,0 -2,7

Globo palido 239,74 £ 14,90 241,03 £ 14,61 0,5 260,26 = 15,65 8,6 225,26 +20,19 -13,4 -6,0
Nucleos septales

Nucleo septal latero-dorsal 68,96 = 3,99 60,56 + 2,04* -12,2 69,89 +2.17 1,3 63,14 + 3,82 -9,7 -8,4

Nucleo septal latero-ventral 69,14 £ 591 60,69 £ 2,37 -12,2 76,18 +£2.70 10,2 73,06 £ 3,75 -4,1 5,7
Hipocampo

CA1 CA2 20,071 = 3,03 17,29 + 3,87 -13,9 17,25+ 6,79 -14,1 2291 £5.,89 32,8 14,1

Giro Dentado 27.87 £ 6,69 18,75 +4,97 -32,7 30,72 + 8,53 10,2 25,66 £9.29 -16,5 -7,9
Talamo

Nucleos posteriores 65,33 +4.,43 57,21 £ 3,56 -12 60,45 + 4,88 -7,5 57,45 +£4.32 -4,9 -12,1
Hipotilamo

Nucleos dorsomediales 83,31 +3,64 62,64 =5,12* -24,8 84,72 + 6,02 1,7 76,46 £ 4,70 -9,7 -8,2

Nucleos ventromediales 65,86 £ 3,79 56,57 +4,70 -14,1 72,29 + 8,03 9.8 65,56 £ 6,38 -9,3 -0,5
Amigdala

Nucleos basolaterales 59,54+ 1,54 52,36 £ 3,31 -12,1 62,86 +£2,82 5,6 60,28 + 3,61 4,1 1,2
Tronco del encéfalo

Sustancia negra 315,21 £28,73 282,70 +£ 44,78 -10,3 313,63 +£22,12 -0,5 314,33 +£19,39 0,2 -0,3

Sustancia gris periacueductal 77,73 £5,44 79.20 + 3,64 1,9 82,50 + 4,94 6,1 71,58 = 3,87 -13,2 -7,9

Rafe dorsal 68,82 +£4,78 71,67 £ 1,49 4,1 71,56 £ 4,845 4,0 65,78 £ 3,41 -8,1 -4,4

Rafe mediano 39,37 +4,12 32,32 +£3,21 -17,9 39,11 £ 6,67 -0,7 32,41 +£4.45 -17,1 -17,7

Rafe magnus 37,34+ 323 40,55 + 4,36 8,6 4423 + 426 18,5 35,64+ 3,46 -19,4 -4,6

Los datos representan las medias + E.E.M. *p<0.05 versus animales control no tratados (CO). ANOVA de dos vias seguido de analisis post hoc de Newman-Keuls (CO=6-8,COF=6-,0B=6-8,

OBF=6-8).
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Figura 15. Autorradiograma representativo de la densidadatsdptor 5-HT; a nivel
del caudado-putamen (A y C) y de la sustancia ng&saD) medida como la fijacidon
especifica de H]-GR125,743 (2 nM) en el cerebro de animales obnty
bulbectomizados. A) y B), animal control; C) y Dyimal bulbectomizado. CxFP,
corteza frontoparietal; LSD, nucleo laterodorsdls#pto; CP, caudado-putamen; SGP,
sustancia gris periacueductal; SN, sustancia negra.
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3.1.5. Autorradiografia funcional del receptor 5-Hg

Los cambios mas significativos que hemos encontesdouanto a la eficacia de
acoplamiento a las proteinas G a receptores 4@ exponen a continuacion (tabla 5;
fig 16). Los valores vienen referidos como estirodia de la fijacion especifica
[**S]IGTRS (% de la fijacién basal, 100%) inducida por ebrdsta selectivo del
receptor 5-HTzp GTI (10 pM). Areas donde se detectaron niveles altos de
estimulacién de la fijacion especifica #8SJGTRS por el agonista (175-150% de la
fijacion basal) en las secciones de los animalegr@lofueron: la corteza entorrinal, el
nacleo del septo latero-dorsal, el giro dentado tdebcampo y la sustancia negra,
niveles medios o moderados (150-125%) en la catézatoparietal y cingular, el
globo palido, y la sustancia gris periacueducias, porcentajes de estimulacion mas
bajos (125-100%) fueron medidos en el caudado-priaras capas GACA, del
hipocampo, el talamo, el hipotalamo, la amigdatd, @mo en los nucleos del rafe

dorsal, mediano y magnus.

Nucleos septales

En el nucleo septal ventro-lateral no se observdiferencias significativas entre
los animales bulbectomizados y los animales canswl embargo el tratamiento
cronico con fluoxetina produjo una hipersensibiiddel receptor 5-HE en los
animales bulbectomizados (+54%; =6.38850.001). Las mayores fuentes de
variacion se debieron a las variables interaccKMQVA interaccion: F(3,20)=12.49,
p<0.01] y a la cirugia [ANOVA cirugia: F(3,20)=11.680.01].

Hipocampo
En las capas CA1 CA2 del hipocampo no se obsanwdiferencias significativas

entre las ratas bulbectomizadas y las ratas cofred.05), aunque el tratamiento
cronico con fluoxetina si produjo efectos diferente provocando una
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hipersensibilizacion de receptores 5:BTen los animales bulbectomizados (+41%;
0=6.281, p<0.05), mientras que no produjo ningun efecto endoBnales control
(p>0.05). Las mayores fuentes de variacion se debiardas variables interaccion
[ANOVA interaccion: F(3,20)=19.03p<0.01] y a la cirugia [ANOVA cirugia:
F(3,20)=7.08p<0.05].

Hipotalamo

A nivel de los ndcleos hipotaldamicos ventromedialse observd una
hiperfuncionalidad del receptor 5-kETen los animales bulbectomizados con respecto a
los animales control (+49%; =5.499<0.01), que desaparecid tras el tratamiento
cronico con fluoxetina (q=4.46p<0.01) hasta observarse unos valores equivalentes a
los de las ratas contrgh¥0.05). Las mayores fuentes de variacion corresponiia
las variables tratamiento [ANOVA tratamiento: F(B;26.973, p<0.05] y cirugia
[ANOVA cirugia: F(3,20)=12.54p<0.01].

Tronco del encéfalo

En la sustancia gris periacueductal no se detactiiferencias significativas entre
las ratas bulbectomizadas y las ratas control. @ramtamiento crénico con fluoxetina
se observé una desensibilizacion del receptor &sHanto en las ratas control (-29%;
g=5.755, p<0.01) como en las ratas bulbectomizadas (-24%; 0394 p<0.05). El
ANOVA de dos vias revel6 que la mayor fuente deéacagn correspondio a la variable
tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,20)=19.9%0.001].

A nivel del nucleo dorsal del rafe no se obsematiberencias en la funcionalidad
del receptor 5-Hig entre las ratas control y los animales bulbectadus, pero tras el
tratamiento crénico con fluoxetina se observé uesedsibilizacion de este receptor en

el grupo de las ratas bulbectomizadas (-33%, 985)880.01). La mayor fuente de
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variacion correspondié a la variable interaccioM{@VA interaccion: F(3,20)=13.21,
p<0.01].

En el nicleo mediano del rafe tampoco se obsemnvdiferencias entre las ratas
control y las ratas bulbectomizadas, aunque eartr@nto cronico con fluoxetina
produjo hipersensibilidad del receptor 5-4d&n el grupo de las ratas control (+27%;
0=4.367,p<0.01) pero desensibilizacion en las ratas bulbezemas (-41%; q=5.066,
p<0.01). Las mayores fuentes de variacion corresponilia las variables interaccion
[ANOVA interaccion: F(3,20)=19.31,p<0.001] y cirugia [ANOVA cirugia:
F(3,20)=15.29p<0.01].

A nivel del rafe magnus se observoé hiperfunciat@lidel receptor 5-HB en las
ratas bulbectomizadas en relacién a las ratas aof#63%; q=4.879p<0.01), que
desaparecio tras el tratamiento cronico con flun&efq=6.896,0<0.001) hasta unos
niveles equivalentes a los observados en las masol (q=2.017,p>0.05). El
tratamiento con fluoxetina produjo una hipersefididd del receptor 5-HB en las
ratas control (+53%; q=4.846<0.01). La Unica variable que aport6 variacion fae |
interaccion [ANOVA interaccion: F(3,20)=20.58<0.001].

Ratio funcionalidad/densidad: “sefalizacion” viaceptor 5-HTg

En el animal bulbectomizado no hay cambios enef@alizacion a través del
receptor 5-HTg, salvo una hiperfuncionalidad significativa a niwdzl hipotalamo
ventromedial R= 1,4) y del nucleo del rafe magnuR=< 1,3). Sin embargo, el
tratamiento crénico con fluoxetina induce cambidsrdnciales en la sefalizacion via
este receptor 5-HE: desensibilizacion en los nucleos del tronco catefR < 0,7) y
ausencia de cambios o tendencia a la hipersedsithiken ciertas areas telencefalicas y
diencefalicas (i.e.R= 1,4 en el septo lateroventral; i.& = 1,1 en hipotalamo

ventromedial).
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Una de las areas de proyeccion serotonérgicasequia es interesante analizar el
valor R es la corteza frontoparietal del animal bulbeciamio aunque no se detectasen
cambios significativos ni en la densidad ni endacfonalidad: vemos una tendencia a
una menor sefializacion (valoresRlentre0,8-0,7) debido a la reduccion en la fijacion
especifica ¥S]GTR/S registrada a este nivel (-19/26%) sin cambiodaedensidad

(+5/10%), y que se revierte tras el tratamienfmicio con fluoxetina.

El tratamiento crénico con fluoxetina en el anincahtrol tiende a producir
reducciones paralelas y de similar magnitud erutecibnalidad y en la densidad del
receptor R~ 1), en general, en la mayoria de la areas anakzaero con las siguientes
excepciones: en la sustancia gris periacueductadrsirma una clara desensibilizaciéon
(R= 0,7) mientras que valores d®@ = 1,4 y 1,6 confirman la presencia de una

hipersensibilidad del receptor en los nicleos ael mediano y magnus.
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Tabla 5. Estimulacién de la fijacién especifica de [*’S]GTPYS (% de la fijacién basal, 100%) inducida por el agonista selectivo del receptor 5-HT 5 GTI (10 UM) en el
cerebro de rata control/ bulbectomizada y efecto de la administracion crénica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias). R representa la ratio funcionalidad/densidad (“‘sefializacién

neta”) expresada con relacion al valor de referencia 1 del grupo de animales control (CO)

% cambio

% cambio

% cambio % cambio

AREAS CEREBRALES co COF vs CO R OB vs CO R OBF s OB vs CO R

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 1242+ 18,5 121,6 £22,6 -2,1 101,0+ 14,7 -18,7 150,5+282 49,0 21,2

Corteza FP interna 1404 +31,7 1335+12,1 -4,9 103,9+59 -26,0 1204 +£21,2 159 -14,2

Corteza cingular 140,8 + 20,8 1557+ 11,8 10,6 1354+9.7 3,8 1440 21,1 6,4 23

Corteza entorrinal 164,4+ 15,0 1543 £16,0 -6,1 1564+ 12,6 -4,9 1233 +8,3 -21,2 -25,0
Ganglios basales

Caudado putamen 114,1£83 119,5+£9.2 4,7 1258+ 158 9,6 148,0=7,1 184 29,7

Globo palido 1425+ 15,5 140,9 +21,1 -1,1 151,9+7,8 6,6 140,8 £ 9,9 -7.3 -1,2
Nicleos septales

Nucleo septal latero-dorsal 150,9 +20,3 132,5+13,4 -122 1,0 198,7+439 31,7 178,2 =38,6 -10,3 181

Niicleo septal latero-ventral 1446129 116,5+ 14,5 -194 142.9 +20.4 .12 219,8+11,3"" 538 520 14
Hipocampo

CAl CA2 1118+ 1,6 94.6+5,8 -154 100,5+ 10,5 -10,1 141,3+57 " 40,6 264 1,1

Giro Dentado 168,6+6,9 118,8+ 16,6 -29,5 148,3 £ 26,7 -12,0 153,1 £ 14,3 32 -9,2
Talamo

Nicleos posteriores 123,3+£43 1153+74 -6,5 1143+64 -7.3 113,6 12,9 -0,6 -7.9
Hipotalamo

Nucleos dorsomediales 1162+ 10,6 108,8+7,0 -6,4 1,2 111,4+7,6 -4,/ 107,0+74 -39 -7,9

Nucleos ventromediales 95,8+ 8,1 82,0£8,6 -144 142,4£16,3** 486 14 104,6 £ 7,5 -26,5 92 1,1
Amigdala

Nucleos basolaterales 112,7+538 95,5+8.,8 -15,3 110,5+5.0 -2,0 121.4+3,4 9.9 7.7
Tronco del encéfalo

Sustancia negra 161,5+7,5 164,7+ 34,4 2,0 180,7+ 6,4 11,9 1394+ 83 -22,9 -13,7

Sustancia gris periacueductal 143,9+6,8 102,1 + 8,4%* =290 0.7 1251 +6,5 -13,1 95,5+ 8,8" -23,7 =336 0,7

Rafe dorsal 121,5+9.8 138,5+ 11,6 14,0 144,0+75 18,5 96,9 + 3,6 -32,7 -20,2 08

Rafe mediano 120,5+3.8 153,5+15,3** 274 16 125,1+8.6 38 74,3+£7,67 -40,6 -383 08

Rafe magnus 89,9+4,2 137.4+14,5%* 3528 14  137,8+£10,0%* 53,3 13 70,1+ 1557 49,1 2220 08

Los datos representan las medias + E E.M. *¥p<0.01 versus animales control no tratados (CO). 'p<0.05, ~p<0.01,

hoc de Newman-Keuls (CO=6-8, COF=6-8,0B=6-8, OBF=06-8).
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Figura 16. Autorradiograma representativo de la estimulactin la fijacion de
[**SIGTRS por el agonista 5HEp GTI 10 pM en el cerebro de animales
bulbectomizados tratados y no tratados con flunaetl0 mg/kg/dia, s.c., 14 dias) a
nivel del hipocampo anterior y del ndcleo dorsal dde. A y A, son secciones
representativas de la fijacién basal #SJGTRS; By B’, representan la fijacion
estimulada de*{S]JGTR/S por GTI 10puM en el animal bulbectomizado OB sin
tratamiento con fluoxetina; C y C’, representaiijiion estimulada de*{S]GTR/S
por GTI 10uM en el animal bulbectomizado tratado con fluoxet®BF. CxFP, corteza
frontoparietal; CA1, lamina CA1 del hipocampo; D@ro dentado del hipocampo;
Amyg, nucleos basolaterales de la amigdala; Hypot&dlamo; DRN, nucleo dorsal del
rafe.
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3.1.6. Autorradiografia anatémica del receptor 5-bi fijacion de PH]-ketanserina

Los hallazgos mas relevantes de los estudios jdeidih especifica de’Hi]-
ketanserina (2 nM) a secciones cerebrales de agsnecahtrol y bulbectomizados, y su
modulacion por el tratamiento crénico con fluoxatse exponen a continuacion (tabla
6; fig. 17). El rango de densidades del receptbiTss en las distintas areas analizadas
fue el siguiente en los animales control: las diEdes mas altas (>75 fmol/mg tejido)
se detectaron en el caudado putamen; densidadesadad (50-75 fmol/mg. tejido) en
las cortezas cingular y entorrinal; densidades bagas (30-50 fmol/mg. de tejido) se
detectaron en la corteza frontoparietal, el hipguana amigdala, la sustancia negra, la
sustancia gris periacueductal y en los nucleogafel dorsal, mediano y magnus; las
densidades mas bajas (< 30 fmol/mg tejido) se mudien el hipotalamo.

Corteza cerebral

En la corteza frontoparietal interna se observéngremento en la densidad de
receptor 5-H}a en los animales bulbectomizados con respecto arlwmsales control
(+30%; q=4.691p<0.01). Tras el tratamiento crénico con fluoxetistaeegulacion a
la alta desaparecio totalmente (q=5.2p80.01). El andlisis ANOVA de dos vias
mostré que la mayor fuente de variacion dependitaderiable interaccion [ANOVA
interaccion: F(3,20)=8.195, <0.05].

Ganglios basales

A nivel del caudado-putamen se observé un aumamtia densidad del receptor
5-HT,a en los animales bulbectomizados con respecto arlmsales control (+21%;
0=4.636,p<0.05) que tiende a normalizase tras el tratamierftoico con fluoxetina. El
analisis con el ANOVA de dos vias mostré que lagares fuentes de variacion
dependieron de las variables interaccion [ANOV Airatcion: F(3,20)=4.511, <0.05] y
cirugia [ANOVA cirugia: F(3,20)=5.42p<0.05].
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Hipotalamo

En los ndcleos hipotalamicos ventromediales sergbauna ligera regulacion a la
baja de la densidad del receptor 5;k7en los animales bulbectomizados (-13%;
=3.445, p<0.05). El tratamiento con fluoxetina provocd un aeso ligero pero
significativo de la densidad del receptor 5Jd7n los animales control (-20%;
0=6.175,<0.01). El analisis con el ANOVA de dos vias mospué la mayor fuente de
variacion dependié de la variable tratamiento [ANOYWfatamiento: F(3,20)=9.249,
<0.05].

Tronco del encéfalo

A nivel del rafe mediano no se hallaron diferea@atre los animales control y los
bulbectomizadospf&0.05), y el tratamiento cronico con fluoxetina noti® ningun
efecto significativo en estos ultimos animalps{.05) si bien produjo un descenso
significativo en los animales control (-37%; q=86§<0.05). El andlisis con el
ANOVA de dos vias mostré que la mayor fuente déacam dependié de la variable
tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,20)=7.844, <§.0

A nivel del rafe magnus se hall6 un descenso fagtivo en la densidad del
receptor 5-HJ en las ratas bulbectomizadas (-21%; q=4.280.01) que se acentuo
aun mas después del tratamiento cronico con fluwxe{-24% del valor en
bulbectomizadas; q=5.97p<0.01) y que se distancid mas aun de los valordadue
en ratas control (-40%; g=10.27<0.001). En los animales control, el tratamiento con
fluoxetina también produjo un descenso en la dedsidkel receptor 5-Hk (-30%;
Q=7.786,p<0.001). El andlisis con el ANOVA de dos vias mositie las mayores
fuentes de variacion dependieron de la variablaririento [ANOVA tratamiento:
F(3,20)=29.41p<0.001] y cirugia [ANOVA cirugia: F(3,20)=7.144<0.05].
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Tabla 6. Densidades autorradiograficas del receptor 5-HT,, (fmol/mgr. de tejido) medidas como fijacion especifica de [*H]-ketanserina a 2 nM en el cerebro de

rata control/ bulbectomizada y efecto de la administracion cronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias)

% cambio % cambio % cambio % cambio
AREAS CEREBRALES CO COF vs CO OB vs CO OBF vs OB vs CO

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 46,77 + 3,85 51,60 £ 5,64 10,3 49.68 491 6,2 39,76 £3,15 -20,0 -15,0

Corteza FP interna 44,58 2,70 49,60 3,15 11,3 58,06 + 5,32%* 30,2 46,77 £ 4,64 194 4,9

Corteza cingular 56,07 +4,39 67,98 +£391 21,2 65,62 +4.87 17,0 70,33+ 7,17 7,2 254

Corteza entorrinal 5222 +122 34,20 + 8,69 =345 48,51 £ 5,09 =71 4422 + 4,08 -88 -15,3
Ganglios basales

Caudado putamen 77,23 +3,43 86,68 +4,20 12,2 93,37 + 3,84* 20,9 87,72 + 2,68 -6,1 13,6
Hipocampo

CA1 CA2 29,76 +£2.86 36,77 £2,92 23,6 41,77 £ 4,87 40,4 30,94 = 3,36 =259 4,0

Giro Dentado 33,84 +215 36,72 +2,48 85 41,47+ 4,87 22,5 35,77+3.71 -13,7 57
Hipotilamo

Nucleos dorsomediales 19.69 £ 1,16 21,55+2,07 9,4 19,32+ 0,69 -1,9 21,53 +£1,82 11,4 9,3

Nucleos ventromediales 27,40 £ 0,54 21,93 +£1,98%*  _20,0 23,87 +1,33* -12,9 21,48 £1,58 -10,0 -21,6
Amigdala

Nucleos basolaterales 41,62 +£2,05 45,58 +£3,01 9,5 49 58 £5,32 19,1 42.85+2,50 -13,6 3,0
Tronco del encéfalo

Sustancia negra

Sustancia gris periacueductal 43,37+ 3,35 36,29 + 3,60 -16,3 38,74 £ 4,04 -10,7 3524 +251 -9.0 -18,7

Rafe dorsal 4926+ 7,70 47.40 £ 8,40 -3,8 55,50 £5,59 12,7 51,58 £ 6,67 -7,1 4,7

Rafe mediano 38,60 + 5,60 24,50 + 3,60% -36,5 35,83 £3,09 -7,2 3237+3,44 -9,7 -16,1

Rafe magnus 38,29 + 4,64 26,76 +2,08%*  _30,] 30,26+ 3,62** 21,0 22,92+ 1,937 %%% 43 -40,1

Los datos representan las medias = E.E.M. *p<0.03, **p<0.01 y ***p<0.001 versus animales control no tratados (CO). "'p<0,01 versus animales bulbectomizados no tratados (OB). ANOVA de dos

vias seguido de analisis post hoc de Newman-Keuls (CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8 OBF=6-8).
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Figura 17. Autorradiograma representativo de la densidadetsiptor 5-HJ, a nivel
del caudado-putamen (A y C) y del nlcleo del radesal (B y D) medida como la
fijacion especifica de’f]-ketanserina (2 nM) en el cerebro de animalestrobry
bulbectomizados. A) y B), animal control; C) y Djimal bulbectomizado. CxFP,
corteza frontoparietal; LSD, nucleo laterodorsalsdpto; CP, caudado-putamen; DRN,
nucleo dorsal del rafe.
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3.1.7. Autorradiografia funcional del receptor 5-HX

Los cambios mas significativos o dignos de mengoa hemos encontrado en
cuanto a la eficacia de acoplamiento a las prateBha receptores 5-HJ se exponen a
continuacion (tabla 7; fig. 18). Los valores viereferidos como estimulacion de la
fijacion especifica¥fS]GTR/S (% de la fijacién basal, 100%) inducida por edrista
selectivo del receptor 5-HITCB-2 (100uM). Esta es la primera vez que se utiliza un
protocolo modificado (ver métodos) del habitualmneetiéscrito en la literatura para la
técnica de fijacion especific@ $]GTR/S (Sim et al., 1995) con la finalidad de
conseguir algo mas de sensibilidad y poder deteatabios en la respuesta mediada a
través de receptor. Los estimulos en los animadesral son muy débiles, pero la
técnica permite ver cambios en la respuesta, shitéere, como consecuencia de la
cirugia o del tratamiento con el antidepresivo.l@&hanimales control, cierto estimulo
(110-115%) en la fijacién especific¥$]GTR/S se detecté en la corteza entorrinal,
hipotalamo ventromedial, rafe dorsal y rafe medjareas donde previamente hemos
descrito la presencia de densidades detectablesedeptor 5-H7a (fig. 18). La
selectividad de esta respuesta se demostro methacwencubacion de secciones con el
antagonista selectivo 5-HAMDL 11930. Asi, en areas como la corteza el valedim
basal en los animales control fue de 1032 nCi/meg yalor medio en presencia del
antagonista fue de 1081 nCi/mg; y en los nuclegotaiamicos ventro-mediales,
tenemos un valor medio basal de 2060 nCi/mg frant861 nCi/mg de tejido con el
antagonista. De cualquier manera, teniendo en al@miscasa magnitud de la respuesta
funcional, y a veces inexistente, que se observal gmupo de los animales control,
debemos ser cautos a la hora de interpretar lakades relativos a la funcionalidad del

receptor 5-H} analizada en cada uno de los distintos grupos iexpetales.

Corteza cerebral
En la corteza cingular, se detectd un aumentoifgigtivo (hipersensibilidad)

tanto en los animales control (+16%; (q=3.6&0.05) como en los animales

bulbectomizados (+22%; g=5.258<0.01) tras el tratamiento cronico con fluoxetina.
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El analisis con el ANOVA de dos vias mostrd quenlayor fuente de variacion
dependio de la variable tratamiento [ANOVA tratamtée F(3,17)=7.187p<0.05].

Hipocampo

A nivel del giro dentado se vio un aumento sigaifivo en la funcionalidad del
receptor 5-H7a en el grupo de los animales control tras el traata cronico con
fluoxetina (+27%; q=4.179<0.05). El analisis con el ANOVA de dos vias mosfué
la mayor fuente de variacion dependi6 de la vagigfsitamiento [ANOVA tratamiento:
F(3,17)=5.013p<0.05].

Ratio funcionalidad/densidad: “sefalizacion” viaceptor 5-HTEa

En el animal bulbectomizado no se aprecian deisvias importantes del valor de
R (entre 0,8-1,2) a pesar de haberse detectado casigiuficativos en la densidad en
nacleos como el nacleo del rafe magnus (-21%)ipeithAlamo ventromedial (-12%), la
corteza frontoparietal (+30%) y el caudado putarf¥ti%). Lo mismo ocurre en el
cerebro del animal bulbectomizado tras el tratatoiearénico con fluoxetina,
exceptuando el valor de= 1,7 observado en el nucleo del rafe magnus dedbido
cierto aumento en la funcionalidad (+10%) asociadm reduccién significativa en la
densidad (-24%).

En el animal control y tratado con fluoxetina, \@dores deR en areas o ndcleos
encefalicos reflejan pocos cambios o0 una ciertdeiecia a la hiperfuncionalidad (i.e. en
el hipocampo o la amigdala, con valoRes1,2-1,3). En el tronco cerebral (nucleos del
rafe mediano y del rafe magnus) se aprecia el mgadn de cambio al fijarnos en el
valor deR (>1,4), consecuencia de las reducciones significatera la densidad del

receptor.
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Tabla 7. Estimulacion de la fijacion especifica de [*°S] GTPYS (% de la fijacién basal, 100%) inducida por el agonista selectivo del receptor 5-HT,4 TCB-2 (100

UM) en el

cerebro de rata control/ bulbectomizada y efecto de la administracion cronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias). R representa la ratio
funcionalidad/densidad (“sefializacion neta”) expresada con relacion al valor de referencia 1 del grupo de animales control (CO)

% cambio % cambio % cambio % cambio
AREAS CEREBRALES CcO COF s CO R OB vs CO R OBF s OB s CO R

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 89,8 +4.,8 103,0£2,5 14,8 100,5+7.,6 12,0 106,0 £2,9 55 18,2

Corteza FP interna 104,8 £ 0,7 107,520 2,6 107,7 4,1 2,8 0,8 116,2+6,7 7.8 10,9 1,1

Corteza cingular 972+ 1,1 113,0 + 4,9 164 1 1044+49 7.5 1272+ 6,8 %% 21,9 31,0 1

Corteza entorrinal 113,4+3,1 113,7+ 11,0 0,3 1197+ 1,6 5,5 117.9+34 -1,4 4,0
Ganglios basales

Caudado putamen 101,7+9.3 106,0 £ 6.9 4,2 109,5+9.0 7,6 0,9 114,7 £ 13,2 4,8 12,8
Hipocampo

CAl CA2 07.8+42 1163+ 7.8 18,9 979+9.1 0,2 111,1 £5.5 13,5 13,7

Giro Dentado 1053+7,0 133,1 £11,6% 26,5 1.2 110,6 £8.,8 5.1 121,755 10,0 15,7
Talamo

Nucleos posteriores 103, 3 +£5.8 110,5+8.9 6,9 1099 +9.9 -6,4 105,7+7.7 -3,8 -2,3
Hipotilamo

Nicleos dorsomediales 1053+45 1097+ 8.6 4,2 1152+45 94 1134+73 -1,5 77

Ntcleos ventromediales 1102+34 111,4+£43 1,1 13 1189+59 7,9 1,2 117,6 6,1 -1,2 6,7
Amigdala

Nucleos basolaterales 107,1 £33 105,6 = 15,0 -1,3 101,2+73 -5,4 109,6 £9,7 8,3 2,4
Tronco del encéfalo

Sustancia negra

Sustancia gris periacueductal  103,0 + 3,0 108,5+3.8 5.4 106,5+2.2 3.4 110,6 £4.6 3,9 7.5

Rafe dorsal 1142+45 107,8 £3.0 -56 109.4+2.8 -4,2 121,2+3,9 10,7 6,1

Rafe mediano 113,8+42 106,8 £ 12,1 -6,1 15 113,8+3,4 0,0 117,1+£6.5 3.0 3,0

Rafe magnus 107,7+7,3 105,1 3,7 -24 14 1023+1,5 -4,9 1,2 1123+86 9,7 4.4 1,7

Los datos representan las medias = E.E.M. *¥p<0.05 y **¥p<0.001 versus animales control no tratados (CO). “~p<0,01 versus animales bulbectomizados no tratados (OB). ANOVA de dos vias seguido

de analisis post hoc de Newman-Keuls (CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8, OBF=6-8).
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Figura 18. Autorradiograma representativo de la estimulaaiten la fijacion de
[**SIGTR/S por el agonista selectivo del receptor 5HTCB-2 100 uM en el cerebro
de animales control y bulbectomizados a nivel ridersal del rafe. Ay B, son
secciones representativas de la fijacion basal®88gTR/S del animal control (CO) y
del animal bulbectomizado (OB) respectivamente;y ©, representan la fijacion
estimulada de *[SJGTR/S por TCB-2 en el animal control y bulbectomizado,
respectivamente. DRN, nlcleo dorsal del rafe.

158



Resultados

3.2. Autorradiografia anatémica y funcional del reeptor CB;

3.2.1 Autorradiografia anatémica del receptor @Bijacion de PH]-CP55,940

Los hallazgos mas relevantes de los estudiosja&éin especifica de’fi]-CP
55,940 (2 nM) a secciones cerebrales de animalesotoy bulbectomizados, y su
modulacion por el tratamiento crénico con fluoxatse exponen a continuacion (tabla
8; fig 19).

Las densidades del receptorGibservadas en el animal control se situaron en los
siguientes rangos: densidades muy altas en lansistaegra (> 150 fmol/mg tejido);
densidades altas (100-50 fmol/mg. tejido) en eltcsepl hipocampo y el nucleo
parabraquial dorsal; densidades moderadas-bajag0(5Mol/mg tejido) en la corteza
frontoparietal, la corteza entorrinal, el hipotatama amigdala, la sustancia gris
periacueductal, el nucleo del rafe mediano, el enlidel rafe magnus y el nucleo
parabraquial ventral, densidades minimas (< 20 /frmg tejido) se observaron en la

corteza cingular.

Hipocampo

A nivel de giro dentado no se observaron dife@nsignificativas entre las ratas
bulbectomizadas y las ratas control, aunque scianta tendencia a la disminucion en
la densidad del receptor €Bn las ratas bulbectomizadas (-37%; q=3.7540.05). El
tratamiento crénico con fluoxetina produjo una tegidn a la alta del receptor €8n
las ratas bulbectomizadas (+69%; q=4.76%0.05), aumentando los valores de
densidad hasta cifras similares a las observadaksematas controlp&0.05). En

cualquier caso, el ANOVA de dos vias no mostro miagfuente de variacion.
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Amigdala

En los nucleos basolaterales de la amigdala tagmobservaron diferencias
entre las ratas bulbectomizadas y las ratas coatabjue si una cierta tendencia a la
regulacion a la baja del receptor {&8 las ratas bulbectomizadas (-27%; q=3.021,
p>0.05). El tratamiento crénico con fluoxetina pradup aumento en la densidad del
receptor CBen las ratas bulbectomizadas (+45%; q=4.p90,05), con valores
similares a los observados en las ratas comird.05). El analisis ANOVA de dos vias
mostré que la fuente de variacion se debid a &action entre variables [ANOVA
interaccion: F(3,18)=7.26$<0.05].

Otras areas cerebrales

Aungque en ningun caso resultase significativo éstisdmente, se detecté una
tendencia generalizada a la reduccion en la deshgigareceptor CBpara las ratas
bulbectomizadas en las areas corticales (entrey -30%), los nucleos hipotalamicos
(de -30 a -35%), amigdala (-28%), y la mayoriastaueturas del tronco cerebral (-25 a
-35%), que desparecié o se redujo tras el tratamieronico con fluoxetina salvo en
ciertas areas o nucleos. La Unica excepcion faerteza cingular donde se detecté una
tendencia a la regulacién a la alta que aun setwatenas tras el tratamiento con
fluoxetina (+58% y +106%, respectivamente), pero Kegar a la significacion
estadistica con el andlisis seguido en este estAiOVA de dos vias).
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Tabla 8. Densidades autorradiograficas del receptor CB, (fmol/mg de tejido) medidas como fijacion especifica de [*H]-CP55,940 3 nM en el cerebro de rata
control/ bulbectomizada y efecto de la administracion cronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias)

AREAS CEREBRALES

CcO

% cambio

COF

OB

% cambio

% cambio % cambio

vs CO vs CO vs OB vs CO

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 30,68 = 3,20 28,13 £ 6,61 -8,3 23,03 +2,02 -24,9 24,68 = 3,64 7,2 -19,6

Corteza FP interna 43,14+ 4,30 32,43 +790 -24,8 30,00 £4,54 -30,5 31,46 + 6,33 4,9 27,1

Corteza cingular 13,38 £ 1,45 17,21 £6,25 28,6 21,15+2,39 58,1 27,58 + 4,69 30,4 106,1

Corteza entorrinal 32,42 +3,15 43,15+11,95 33,1 22.39+2.94 -30,9 34,01 £1,79 51,9 4,9
Ganglios basales

Caudado putamen 46,47 £ 1,55 38,83 £ 11,59 -/6,4 33,13 +4,67 -28,7 36,58 £4.48 10,4 -21,3
Nucleos septales

Nucleo septal latero-dorsal 48,11 £3,29 37,16 10,79 -33,2 29.94+7,19 -46,1 37,85+ 6,70 26,4 -31,9

Nucleo septal latero-ventral 55,59+ 4,18 36,96 + 12,99 -33,5 35,69 + 6,96 -35,8 40,82 + 7,04 14,4 -26,6
Hipocampo

CAl CA2 51,19+ 2,62 56,06+ 11,93 95 46,45 + 3,20 -9,3 50,67 £ 5,54 9,1 -1,0

Giro Dentado 61,71 £2.81 69,92 £ 15,10 13,3 38,97 £2.91 -36,8 65,76 + 11,34" 68,7 6,6
Hipotialamo

Nucleos dorsomediales 39,95+ 6,30 3525+11,55 -11,8 26,37 £ 5,55 -34,0 32,27 +5,54 22,4 -19,2

Nucleos ventromediales 3946 +2,62 32,57+ 8,70 -17,5 27,38 +4,19 -30,6 33,86 +4.47 23,7 -14,2
Amigdala

Nucleos basolaterales 30,11 £227 2477 £ 6,75 =177 21,55+2,84 -28,4 31,71 = 3,36" 47,1 5,3
Tronco del encéfalo

Sustancia negra 172,98 + 4,69 113,24 + 44,07 -34,5 126,15+ 15,00 27,1 116,99 + 18,22 -7,3 -32,4

Sustancia gris periacueductal 46,46 = 1,55 38,83+ 11,59 -16,4 33,13 +4,67 -28,7 36,58 +£4.48 10,4 -21,3

Rafe dorsal 37,64 = 1,80 53,55+ 18,02 42,3 26,24 £ 4,33 -30,3 3497 £ 3,25 33,3 -7,1

Rafe mediano 30,12 +2,92 32,30 £ 9.06 7,2 19,60 + 2,66 -34,9 26,04 +£3,14 32,9 -13,5

Rafe magnus 21,58 £ 3,60 27,01+ 7,04 25,2 18,85 £ 8,62 -12,7 25,68 £7,59 36,2 19,0

Nucleo parabraquial dorsal 53,51 +£4,75 40,23 £9,29 -24,8 35,40+7,16 -33,8 36,98 +7,31 4,5 -30,9

Ntcleo parabraquial ventral 45,17+ 1,71 35,40+ 7,61 21,6 32,25+ 8,36 -28,6 31,18+ 7,08 -3,3 -31,0

Los datos representan las medias = E.E.M. "p<0.05 versus animales bulbectomizados (OB). ANOVA de dos vias seguido de anélisis post hoc de Newman-Keuls (CO=6-8, COF=6-8,0B=6-

8,0BF=6-8).
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Figura 19. Autorradiograma representativo de la densidadateptor CBa nivel
del hipocampo anterior medida como la fijacién e#fm [’H]-CP55,940(2 nM)
en el cerebro de un animal control (A), bulbeciadd (B) y bulbectomizado
tratado con fluoxetina (C). GD, giro dentado dg@ldsiampo; CA1, lamina CAL1 del

hipocampo.
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3.2.2. Autorradiografia funcional del receptor GB

Los cambios mas significativos que hemos encoateadcuanto a la eficacia de
acoplamiento a las proteinas G a receptoresseExponen a continuacion (tabla 9; fig.
20). Los valores vienen referidos como estimulacim la fijacion especifica
[**S]IGTRS (% de la fijacién basal, 100%) inducida por ebrdsta selectivo del
receptor CB WIN 55212-2 (1QuM).

En los animales control, el area que mostré uaa gespuesta en la estimulacion
de la fijacién especifica dé°B]GTRS fue la sustancia negra (< 250% de la fijacién
basal); niveles altos de estimulacién (175-150%) detectaron en la corteza
frontoparietal interna, la corteza entorrinal, epte lateroventral, y el hipotalamo
ventromedial; niveles medios o0 moderados (150-12&9%dp corteza cingular, el septo
laterodorsal, el giro dentado del hipocampo, la gaala y la sustancia gris
periacueductal; los porcentajes de estimulacion rbaps (125-110%) fueron
observados en el hipotalamo dorsomedial, y lodendcdel rafe dorsal, mediano y
magnus; finalmente, practicamente ausencia de estp(< 110%) se vio en la corteza
frontoparietal externa, las capas de CA1-CA2 debtempo, y el nucleo parabraquial

ventral.

Corteza cerebral

En la corteza frontoparietal externa se obsenahiperfuncionalidad del receptor
CB; en las ratas bulbectomizadas con respecto a lasoc¢ril10%; q=5.973p<0.01),
que no se normalizoé tras el tratamiento crénico famxetina (q=0.2885p>0.05). En
los animales control la fluoxetina no ejercié ningfecto >0.05). El ANOVA de dos
vias revelo que la fuente de variacion se debi \atiable cirugia [ANOVA cirugia:
F(3,18)=36.97p<0.001]. En la corteza frontoparietal interna seeol® de nuevo esa
hiperfuncionalidad del receptor GEBn las ratas bulbectomizadas con respecto a las
control (+116%; g=10.5(<0.001) que no se normalizo tras el tratamientoicodoon

fluoxetina (q=0.3558p>0.05). En los animales control, la fluoxetina ner@p ningun
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efecto (q=0.366p>0.05). El ANOVA de dos vias reveld que la fuentevddacion se
debio a la variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,£85.74,p<0.001].

En la corteza cingular se observé de nuevo latipeionalidad del receptor GB
en las ratas bulbectomizadas con respecto a lasot¢r82%; q=6.170p<0.01). El
tratamiento con fluoxetina no disminuyd esta hipecfonalidad del receptor GB
(g=1.535,p>0.05). En los animales control, la fluoxetina nerep ningun efecto
(g=0.996,p>0.05). EI ANOVA de dos vias revelo que la fuentevdeacion se debio a
la variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,18)=38.6850.001].

A nivel de la corteza entorrinal se detectd unathiymcionalidad del receptor
CB; en la ratas bulbectomizadas con respecto a lasot@#B3%; q=5.361p<0.01),
gue disminuyd tras el tratamiento cronico con fetma (-33%vs rata bulbectomizada,;
g=4.023, p<0.01). EIl tratamiento crénico con fluoxetina norei@ ningun efecto
significativo en los animales contr@X0.05). EI ANOVA de dos vias mostré que las
fuentes de variacion se debieron a las variablegniento [ANOVA tratamiento:
F(3,18)=5.706p<0.05] y a la cirugia [ANOVA cirugia: F(3,18)=15.2%0.01].

Caudado putamen

En el caudado-putamen se observé una hiperfurladladadel receptor CBen las

ratas bulbectomizadas con respecto a las ratasot¢r229%; q=7.0123p<0.001). El

ANOVA de dos vias mostré que la fuente de variag@ovino de la variable cirugia

[ANOVA cirugia: F(3,18)=35.54p<0.001].

Nucleos septales

En el nucleo septal laterodorsal se observd uparfincionalidad del receptor

CBs en las ratas bulbectomizadas con respecto a las cantrol (+140%; g=9.052,

p<0.001) que disminuyo tras el tratamiento cronica #aoxetina (-24%; g=3.703,
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p<0.05) pero que no llegd a unos niveles equivaleatéss observados en las ratas
control, observandose aun una regulacion a la(a82%; q=5.349p<0.01). En los
animales control, la fluoxetina no ejercid6 ninguambio significativo (q=1.188,
p>0.05). EI ANOVA de dos vias mostréo que la fuentevdeiacion provino de la
variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,18)=45.54<0.001].

En el ndcleo septal lateroventral se observo tdmbisa hiperfuncionalidad del
receptor CB en las ratas bulbectomizadas con respecto a tas cantrol (+60%;
g=5.860, p<0.01) que no desaparecio tras el tratamiento awdmicn fluoxetina
(g=2,114,p>0.05). En los animales control la fluoxetina nor@fe ningin cambio
(g=2.220,p>0.05). EI ANOVA de dos vias mostré que la fuentevdeacion provino
de la variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,18)=25,4<0.001].

Hipocampo

En las capas CAy CA; del hipocampo anterior se observGé una importante
hiperfuncionalidad del receptor €8n los animales bulbectomizados con respecto a los
animales control (+143%; q=9.618<0.001) que no se modifico tras el tratamiento
cronico con fluoxetina (g=0.915>0.05). En los animales control la fluoxetina no
ejercio ningun cambio significativgp$0.05). EI ANOVA de dos vias mostré que la
fuente de variacion provino de la variable cirupAOVA cirugia: F(3,18)=72.36,
p<0.001].

A nivel del giro dentado se observé una tambigrerfiuncionalidad del receptor
CB; en los animales bulbectomizados con respecto arnasales control (+101%;
0=9.644, p<0.001) que no disminuyd tras el tratamiento créngom fluoxetina
(gq=2.717,p>0.05). En los animales control la fluoxetina nor@fe ningin cambio
significativo ©>0.05). EI ANOVA de dos vias mostré que la fuente vdeacion
provino de la variable cirugia [ANOVA cirugia: F{8)=90.36p<0.001].
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Hipotalamo

En los nucleos hipotalamicos dorsomediales serabaga hiperfuncionalidad
del receptor CBen los animales bulbectomizados con respecto anwsales control
(+68%; q=5.817p<0.01) que no disminuyé tras el tratamiento cromion fluoxetina
(+36% del valor en el grupo control; g=2.7482;0.05). En los animales control, la
fluoxetina no ejercio ningun cambio (q=2.2@%,0.05). El ANOVA de dos vias mostro
que la fuente de variacion provino de la variableugia [ANOVA cirugia:
F(3,18)=19.35p<0.01].

En los nucleos hipotalamicos ventromediales notservd ninguna diferencia
significativa entre las ratas bulbectomizadas y fdats control, aunque tras el
tratamiento crénico con fluoxetina se observo uesedsibilizacion del receptor €én
las ratas control (-31%; q=2.9%%0.05). El andlisis de ANOVA de dos vias no revel6

ninguna fuente de variacion significativa.

Amigdala

A nivel de la amigdala basolateral se observé alaa hipersensibilidad del
receptor CB1 en los animales bulbectomizados cepeo a los animales control
(+77%; q=5.471, p<0.01) que no se modificd tragahmiento cronico con fluoxetina
(g=1.693, p>0.05). En los animales control la fletia no ejercié ningin cambio
(g=2.513, p>0.05). EI ANOVA de dos vias mostré gukiente de variacion provino de
la variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,18)=25.4850.001].

Tronco del encéfalo
En la sustancia negra se observé una hiperfurl@edadel receptor CB1 en los

animales bulbectomizados con respecto a los armsmetmtrol (+79%; g=7.105,

p<0.001) que no desaparecié tras el tratamientaiayécon fluoxetina (q=1.135,
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p>0.05). En los animales control, la fluoxetina &jercidé ningun cambio (q=0.679,
p>0.05). EI ANOVA de dos vias mostré6 que la fuedee variacion provino de la
variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,18)=34.90, p€01].

A nivel del nacleo rafe magnus se observéd unarhipeionalidad del receptor
CB1 en los animales bulbectomizados con respedtms animales control (+49%;
g=4.711, p<0.01) que no se modifico tras el tradamaoi cronico con fluoxetina
(p>0.05). En los animales control, la fluoxetina ejercio ningin cambio (q=1.364,
p>0.05). EI ANOVA de dos vias mostré6 que la fuedee variacion provino de la
variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,18)=11.30, peQ].

Finalmente, en el nacleo parabraquial ventraletealé una hiperfuncionalidad
del receptor CB1 en los animales bulbectomizadosrespecto a los animales control
(+38%; q=4.580, p<0.05) que no disminuy6 tras &lamiento cronico con fluoxetina
(g=1.750, p>0.05). En los animales control, la Xetna no ejercié ningin cambio
(p>0.05). EI ANOVA de dos vias mostré6 que la fued& variacion provino de la
variable cirugia [ANOVA cirugia: F(3,18)=6.997, p€8].

Ratio funcionalidad/densidad para el receptor,CB

A nivel de los nucleos del tronco cerebral delmali bulbectomizado nos
encontramos con areas en las que la sefalizac@eséptor CBesta incrementada debido
a un aumento en la funcionalidad (entre un +15 w8®@P6) asociada a una tendencia a la
reduccion en la densidad, como se refleja con ddares deR en el caso de la sustancia
negra, el rafe magnus y el ndcleo parabraquiaraef® de 2,4-1,7 y 1,4, respectivamente);

hipersefalizacion que revierte con fluoxetina.

En areas encefalicas, esta hipersefalizacioreeiptor CBes aun mas manifiesta y
estadisticamente significativa (valores Beentre 2,5-4,4), en practicamente todos los
nucleos o areas estudiadas a consecuencia dedoaemincrementos en la funcionalidad

(+80 a +150%) y las reducciones en la densidadedeptor CB; el tratamiento cronico
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tiende a reducir esta hipersefializacion pero sirseguir llegar a los valores del grupo
control (R entreL,2-2,79).

Tras el tratamiento con fluoxetina en el animaitod se observa una tendencia a la
hipofuncionalidad (significativa en el hipotdlamemromedial) pero con una reduccién
paralela en la densidad en la mayoria de las @eyabrales; de hecho si calculamos los
valores deR darian cifras en torno a 1, indicando que estaantes un regulacion a la baja

del receptor con la consiguiente bajada proportiemda funcionalidad.
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Tabla 9. Estimulacién de la fijacion especifica de [* S1GTPYS (% de la fijacion basal, 100%) inducida por el agonista selectivo del receptor CB; WIN 55212-2 (10 uM) en el
cerebro de rata control/ bulbectomizada y efecto de la administracion cronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias). R representa la ratio funcionalidad/densidad
(“sefializacion neta”) expresada con relacion al valor de referencia 1 del grupo de animales control (CO)

% cambio

% cambio

% cambio % cambio

AREAS CEREBRALES CO COF vs CO R OB vs CO R OBF vs OB s CO R

Corteza Cerebral

Corteza FP externa 108,7+ 12,8 109,8 £ 15,3 1,0 228,6 £ 31,1%* 110,3 28 234,0 &+ 6,4%* 2,4 1153 27

Corteza FP interna 117,5+ 8,34 1124+ 18,1 -4,3 254,1 £ 12,3***  116,3 2.6 239,7 £+ 14,6%** -5,7 104,0 1,7

Corteza cingular 1446 £ 9,8 165,0 £26,9 14,1 263,4 + 25,8%* 82,2 1,2 292,9 + 13,7%%* 11,2 1026 1,0

Corteza entorrinal 1652 +24,1 1443 £ 13,1 -12,7 302,5 £ 40,8%** 83,1 2.6 203,44+ 18, %+ 32,8 23,1 1.2
Ganglios basales

Caudado putamen 1515+ 6,4 1404+ 192 -7.3 4984 + 26,3***  229,0 3. 439,4 £27,8%** -11,8 190,0 3.7
Nucleos septales

Nicleo septal latero-dorsal 1455+ 143 118,7+ 15,1 -184 349,1 £ 42,1*** 1399 44 265,8 £ 16,07% -23,9 82,7 27

Nucleo septal latero-ventral 1625+ 10,7 1253+ 13,0 -22,9 260,4 +28,1%* 60,2 25 225,1+£21,3 -13,6 38,5
Hipocampo

CAl CA2 109,0 + 8,0 108,5+ 6,1 -0,5 264,5 £ 19,5%** 142,7 2.7 279,3 + 25,4%** 5,6 156,2 26

Giro Dentado 1294+ 6,4 129.3+45 -0,1 260,6 £ 24,0%** 101,4 32 297,6 £ 17,4%%* 14,2 1300 22
Hipotalamo

Nucleos dorsomediales 112,4+£12,1 83,1+9,6 -26,1 189,4 + 28,0** 68,5 25 153,0 + 14,0 -19,2 36,1

Nucleos ventromediales 155,8+22.4 107,0 + 5,2% -31,3 08 169,7+219 8,9 178,7 +21,9 53 14,7
Amigdala

Nucleos basolaterales 149.,1 + 20,3 1042+79 -30,1 263,1 + 41,6%* 76,5 2,5 227.8+15,1 -13,4 52,8 1,5
Tronco del encéfalo

Sustancia negra 251,9+229 2329+104 -7.5 450,4 + 24,8%** 78,8 2.4 482,1 £ 47,9%** 7.0 91,4 2,8

Sustancia gris periacueductal 131,7+ 11,4 111,7+8,0 -15,2 160,4 + 8,1 21,8 149,4+9,0 -6,9 13,4

Rafe dorsal 1247+ 12,3 114,7+ 12,0 -8,0 1445+114 15,9 142,2+ 6,9 -1,6 14,0

Rafe mediano 114,6 £ 6,4 133,8+ 17,0 16,8 143,0+12,7 24,8 156,1£7,4 9,2 36,2

Rafe magnus 117,777 1344174 142 175,4 + 23,0%* 490 17 176,3 + 7,9%% 0,5 498 13

Nucleo parabraquial dorsal 117,4+3,6 98,8184 -158 1179+79 04 116,5+6,2 -1,2 -0,8

Nucleo parabraquial ventral 107,2 + 6,0 108,6 + 10,9 1,3 148,1 + 3,5* 38,2 1.9 132,3+16,5 -10,7 23,4

Los datos representan las medias + E.E.M. *¥p<0.01, ***p<0.001 versus animales control (CO). 'p<0.05, ""p<0.01 versus animales bulbectomizados no tratados (OB). ANOVA de dos vias seguido de
analisis post hoc de Newman-Keuls (CO=6-8, COF=6-8, 0B=6-8 OBF=6-8).
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Figura 20. Autorradiograma representativo de la estimulaaiten la fijacion de
[**S]IGTR/S por el agonista WIN 55212-2 (1®) en el cerebro de animales control y
bulbectomizados, y efecto del tratamiento cronmo ftuoxetina (10 mg/kg/dia, s.c., 14
dias) a nivel de la corteza frontal y del hipocangmberior. A y A" son secciones
representativas de la fijacion basal ®SJGTRS; B y B’, representan la fijacion
estimulada de®{S]JGTR/S en animales control (CO); C y C’, representafijdaion
estimulada de*{S]JGTR/S en animales bulbectomizados (OB); Dy D, regmtm la
fijacion estimulada de*S]GTR/S en animales bulbectomizados y tratados con
fluoxetina (OBF). mPF, corteza prefrontal medid&(R corteza prefrontal, CAl, lamina
CALl del hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo.
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4. Estudios fijacion de radioligandos en homogenidas de membranas

de corteza prefrontal

En la seccion anterior hemos visto como la bulbetoolfatoria induce un
incremento en la funcionalidad del receptor;@B areas del telencéfalo (corteza,
hipocampo, septo), diencéfalo (hipotalamo) y proé&aio (tronco cerebral), de menor
o mayor magnitud y significacion estadistica. Ademas resultados obtenidos en una
serie de experimentos autorradiograficos prelineisapuntaban a que en los niveles
mas anteriores de la corteza frontal (i.e. corfgefrontal) la densidad y funcionalidad
del receptor CBaparecian incrementadas de forma importante trdsulleectomia
olfatoria: la densidad autorradiogréafica del reoe@B, en la corteza prefrontal media
estaba aumentada (+29%) tras la bulbectomia (3Z,88#vs. 28,95+2,61 fmol/mgr
tejido en animales controp= 0,02). Ademas, esta regulacion a la alta en es@ a
cerebral iba asociada a un incremento en la fijacié f°S]GTR/S inducida por el
agonista selectivo del receptor CBVIN 55212-2 (+40%; 190,07+17.78 vs.
140.25£10.15% de la fijacion basal en animales dmitimizados y control,
respectivamentep= 0,02). Estos hallazgos indicativos de una maydalsscion via
receptor CBen la corteza prefrontal y las recientes evidenerada literatura sobre
similares alteraciones en la depresion, nos llevarglantear una serie de ensayos en
homogenizados de corteza prefrontal de rata, que lee que a continuacion
describimos, destinados a analizar los posiblediren la densidad y funcionalidad
del receptor CBinducidos por la bulbectomia, y su modulacion whdgratamiento

cronico con fluoxetina en la corteza prefrontal.

4.1. Fijacion de PH]-CP55,940 a receptores CB en membranas de corteza

prefrontal

La fijacion de fH]-CP55,940 (0,0125-3,2 nM) en membranas de corteza
prefrontal demostrd ser saturable (Bmax en anin@desol de 639,4 £ 21,1 fmol/mgr
proteina), a un solo sitio de fijacion, de altaniafad (valores de Kd por debajo de 1
nM), y con un nivel de fijacion no-especifica denoe del 20% de la fijacidn total. El

171



Resultados

analisis ANOVA de dos vias para los datos de Brelxreceptor CBrevel6 que la
mayor fuente de variacion correspondio a la vaeidkdtamiento [F (1,24)= 5.69=
0.02] y a la interaccion cirugia/tratamiento [F2d]),=25.98p<0.0001].

Como se muestra en al figura 21. los animales btdb@zados presentan un
incremento significativo (+40%) en la densidad méidel receptor CBen corteza
prefrontal (Bmax= 891,3 + 54,2 fmol/mgr proteina) @mparacion con los animales
control @ < 0.001). Esta regulacion a la alta desaparece losn animales
bulbectomizados y tratados cronicamente con fluoagbbservandose un valor medio
de Bmax similar al del grupo de animales contr@dméx= 615,4 + 38,4 fmol/mg.
proteina;p < 0.001 vs. animales bulbectomizados sin trataimje®or el contrario, el
tratamiento crénico con fluoxetina no indujo camblguno en la Bmax del receptor

CB; en el grupo de animales control (Bmax= 739,0 ;6 2®0l/mgr proteina).

El andlisis estadistico de la comparacion entrevialeres de afinidad del
receptor CB (Kd) en los cuatro grupos experimentales no revéiferencias
significativas debidas a la cirugia y/o tratamiefi€g en animales control: 0,14 + 0,02
nM; control-fluoxetina: 0,22 + 0,03 nM; bulbectorados: 0,21 + 0,04 nM; y
bulbectomizados-fluoxetina: 0,14 + 0,03 nM).
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Figura 21. Efecto de la bulbectomia olfatoria y el tratamieaténico con fluoxetina (10
mg/kg/dia, 14 dias) sobre la densidad méxima (Brdak)receptor CBmedidacomo la
fijacion de PH]-CP55,940 en membranas de corteza prefrontadide E.E.M. den
valores individuales (CO= 6-7; COF=7-8; OB= 6; OBF8). ***p < 0.001 OBvs.CO y
" p < 0.001 OBFversusOB (ANOVA de dos vias seguido tdewman-Keulssomopost
hoctest).
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4.2. Estimulacién de la fijacion de S]JGTPyS por el agonista cannabinoide WIN

55,212-2 en membranas de corteza prefrontal

El agonista del receptor GBVIN 55,212-2 estimuld de forma concentracion
dependiente la fijacién dé€>5]GTR/S en membranas de corteza prefrontal en el grupo
de animales control con valores de eficacia maxila,) de 300,9 = 21,7% de la
fijacion basal y con una potencia en el rango nmoiar (pEGg) de6,0 + 0.1 (figura
22).

El andlisis ANOVA de dos vias demostr6 una fuen& \@riacion muy
importante tanto en el tratamient&(1,23)=15.04,p= 0.001], como en la cirugia
[F(1,23)=6.17, p= 0.02] [ANOVA cirugia: F=43.73,p<0.001], ademas de una
interaccion significativa entre ambas variablegl[23)=5.41p= 0.03] en el parametro
de eficacia maxima () del agonista WIN 55,212-2 para estimular la fgacde
[**S]GTRS. El andlisippost hocNewman-Keuls demostré un incremento significativo
en la Eaxen el grupo de animales bulbectomizados (+ 28%g¢oenparacion con el
grupo de animales control {E= 383,4 + 22,5%s.300,9 £ 21,7% de la fijacion basal,
respectivamentgy < 0.05).

Ademas, al igual que lo observado en los estudidfijation de {H]-CP55,940
en membranas de corteza prefrontal, el tratamiendioico con fluoxetina revirtio este
incremento en la eficacia maxima de la estimulaciéna fijacion de $S]GTR/S por
WIN 55,212-2 observado en los animales bulbectomoiga alcanzandose un valor
medio de eficacia méxima similar al del grupo dinales control (Ra= 277,7 £ 11,9
de la fijacion basalp < 0.01 vs. animales bulbectomizados sin tratam)erRor el
contrario, el tratamiento croénico con fluoxetina poodujo efecto alguno en los
animales control (kax= 274,3 £ 10,4% de la fijacién basal) (fig 22).

El andlisis estadistico de la comparacién entreddsres de pE& (potencia) de
los cuatro grupos experimentales no reveld difeasngignificativas debidas a la cirugia
y/o tratamiento (pE&: control: 6,0 £ 0,1; animales control-fluoxetind,1 + 0,1;

bulbectomizados: 5,9 + 0,2; y bulbectomizados-fetoma: 6,0 + 0,1).
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(% de la fijacion basal)

Estimulacion de la fijacion de [*°S]GTPyS
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Figura 22. Efecto de la bulbectomia olfatoria y el tratamienténico con
fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias) sobre la estaoidin de la fijacion de
[**S]JGTRS por el agonista GBWIN 55212-2 en membranas de corteza
prefrontal. Los datos representados son las medi&sE.M. den valores
individuales obtenidos en experimentos realizados tpplicado (CO= 6-7;
COF=7-8; OB= 6; OBF= 7-8).p'< 0.05 OBvs.CO y*" p < 0.01 OBFvs.OB
(ANOVA de dos vias seguido ddéewman-Keuls comgpost hodest).

5. Estudios de la expresion de marcadores molecués relacionados

con plasticidad neuronal y neurogénesis
5.1. Estudios de hibridacionin situ (HIS)

Mediante esta técnica se procedié al marcaje détriahgenético codificante
(ARNm) para las proteinas BDNF y TrkB con la fidalil de valorar su expresion

(cuantificacion semicuantitativa) en diversas angagicleos del cerebro de animales

control/bulbectomizados y su modulacion tras laiattracion cronica de fluoxetina.
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5.1.1. Hibridacién in situ de BDNF

Corteza cerebral

Se observo un descenso (regulacion a la baja) expresion del ARNm para el
BDNF en la corteza prefrontal de los animales hitiraizados con respecto a los
animales control (-21%; q=3.683<0.05), que desaparecio tras el tratamiento crénico
con fluoxetina (g=5.65(<0.01), alcanzandose niveles de expresion simitates

observados en los animales control (q=1.982.05).

El tratamiento cronico con fluoxetina en animalestrol no produjo cambio
alguno en los niveles de expresion del ARNm pa&D#IF (p>0.05). El analisis
estadistico con el ANOVA de dos vias no revelo airegfuente de variacion
sobresaliente (tabla 10; fig. 23).

Hipocampo

Se observo un descenso significativo en la expmedel ARNm para el BDNF en
las regiones CAy CA; del hipocampo de los animales bulbectomizados%:25
0g=3.684,p<0.05 vs. animales control), que desaparecio trasmiento crénico con
fluoxetina (g=5.564,p<0.01) y alcanzd niveles similares a los mostrados Ips
animales controlg>0.05). El tratamiento cronico con fluoxetina endmsémales control
no produjo ningun efectg$0.05) sobre la expresion del ARNm para el BDNF. El
andlisis estadistico con el ANOVA de dos vias neld ninguna fuente de variaciéon
sobresaliente. En el resto de regiones del hipocataapa CAy el giro dentado, se
observé una tendencia a una mayor expresion del Ridra el BDNF tras la
bulbectomia (+23% y +41%, respectivamente), quenasatiene tras el tratamiento
cronico con fluoxetina, pero incrementos que resoit no ser significativos (tabla 10;
fig. 24).
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Tabla 10. Unidades densitométricas semicuantitativas corretipotes al marcaje de material
genético codificanteARNmM) para el BDNF en el cerebro de la rata contralbéctomizada y
efecto de la administracion cronica de fluoxetit@ ihg/kg/dia, 14 dias)

Grupos experimentales
Areas cerebrales

CcO COF OB OBF
Corteza Cerebral
Corteza prefrontal 13,66 +0,93 13,68 +0,990,95+1.03* 14,12+ 1,76
Hipocampo
CAl CA2 16,48 £ 2,03 16,48 £1,2311,75 +2,01* 18,12 +2,42"
CA3 22,0+2,16 21,86 5,07 26,74 +4,62 32,12185
Giro Dentado 17,38 £ 1,26 18,37 £3,10 24,15%+4,8123,91%+2,54

Los datos representan las medias + E.E.pk0:05vs animales control (CO).’p<0.01 vs. animales
bulbectomizados (OB). ANOVA de dos vias seguidoadélisispost hocde Newman-Keuls (CO=6-

8,COF=6-8,0B=6-8,0BF=6-8).

Figura 23. Imagen representativa de la expresion del ARNnrighaion “in situ”) para el BDNF a nivel
de la corteza prefrontal en el cerebro de animatagrol/bulbectomizados no tratados y tratados
cronicamente con fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 déas,). A), control; B) bulbectomizados; C) control
fluoxetina; D) bulbectomizados+fluoxetina. CxF, teaa frontal; mPFC, corteza prefrontal medial.
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Figura 24.Imagen representativa de la expresion del ARNnrighaion “in situ”) para el BDNF a nivel
del hipocampo anterior en el cerebro de animalagrabulbectomizados no tratados y tratados
cronicamente con fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias.). A), control; B) bulbectomizado; C)
control+fluoxetina; D) bulbectomizado+fluoxetinaDGGiro dentado; CA1-CA3, laminas CAl y CA3
del hipocampo.

5.1.2. Hibridacion in situ del receptor TrkB parBDNF

Corteza cerebral

A nivel de la corteza prefrontal se cuantifico descenso en la expresion del
ARNmM para TrkB en los animales bulbectomizadosrespecto a los animales control
(-52%; g=8.565,<0.001), que se revirtid tras el tratamiento créntom fluoxetina
(q=4.264,p<0.05) aunque parcialmente (50%), pues no llegé& addores de expresion

como los encontrados en los animales control (-d6P&ontrol; g=4.301p<0.01).

Asimismo, el tratamiento crénico con fluoxetinales animales control produjo
un descenso significativo en los niveles de expresie ARNm para TrkB (-38%;
0=6.334,p<0.001). El analisis estadistico con el ANOVA de d@ss reveld que las

mayores fuentes de variacion fueron la interaccipfiNOVA interaccion:
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F(3,13)=16.81p<0.01] y cirugia [ANOVA cirugia: F(3,13)=6.38p5<0.05] (tabla 11;
fig. 25).

Hipocampo

No se encontraron cambios significativos en leglas de expresion del ARNm para
TrkB en las regiones del hipocampo analizadas,sipgra el giro dentado se observo una
cierta disminucion en su expresion tras la bulba@o(-24%) con respecto a los valores de
expresion observados en los animales control, Qquecp normalizarse tras el tratamiento

crénico con fluoxetindtabla 11; fig. 25).

Tabla 11. Unidades densitométricas semicuantitativas) cooredipntes al marcaje de material
genético codificante (ARNm) para TrkB en el cecethe rata control/ bulbectomizada y efecto
de la administracion cronica de fluoxetina (10 ryédia, 14 dias)

Grupos experimentales
Areas cerebrales

CO COF OB OBF
Corteza Cerebral
Corteza prefrontal 13,83 +2,18 8,53 + 4,00+ 6,66+ 0,97+ 10,23 +1,10*
Hipocampo
CA1 CA2 28,38 + 3,04 29,20 + 3,94 34,68 +588 6BA 3,92
CA3 29,30+ 4,14 30,30 + 3,62 26,52 + 5,06 35,3681
Giro Dentado 33,03+1,76  35,17+6,03 24,67 +5,1932,34+4,28

Los datos representan las medias + E.B#p<0.01 y *** p<0.001vs animales control (COJp<0.05
vs animales bulbectomizados (OB). ANOVA de dos waguido de analisjsost hocde Newman-Keuls
(CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8,0BF=6-8).
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Figura 25. Imagen representativa de la expresion del ARNmrigtabion “in situ”) para el
receptor TrkB a nivel de la corteza prefrontal kceeebro de animales control/bulbectomizados
no tratados, y tratados cronicamente con fluoxdgtifamg/kg/dia, 14 dias, s.c.). A), control; B)
bulbectomizados; C) control+ fluoxetina; D) bullmoizados+fluoxetina. CxF, corteza frontal;
mPFC, corteza prefrontal medial.

5.2. Estudio del curso temporal de la expresién denarcadores moleculares
implicados en plasticidad neuronal y neurogénesis hipocampal en la rata
bulbectomizada mediante técnicas de western-blot

Una vez sacrificados los animales a diferentaapas postcirugia (30, 45 y 90
dias), obtenidas y procesadas las muestras cerebfhipocampo), se analizé y
cuantificd el nivel de expresion de diversos elameintracelulares reguladores de la
neurogénesis hipocampal en la ata que estan irdpBcaen neuroplasticidad y
supervivencia neuronal (AKT, ERK/pERK, CREB/pCREBkKB asi la cascada de

sefalizacion de Wnt/3-catenina).
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5.2.1. AKT

Como se observa (fig. 26), el nivel de expresionA#d en el hipocampo
(medido como el porcentaje de densidad Opticaivalad los 30 dias de la operacion
disminuye con relacién al valor del grupo cont®0,1+17,3%; q=5.5467<0.01). A
los 45 dias la expresiéon de AKT sigue siendo meana en los animales control
(70,3+10,4% g=4.115p<0.05), si bien ha aumentado con respecto a los adesm
bulbectomizados de 30 dias. Tras 90 dias de laacper el porcentaje de densidad
Optica relativa del marcaje de AKT aumenta hastaralar unos valores equivalentes a
los mostrados por los animales control (96,5+5,5¢4(.8182p>0.05).
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Figura 26. Grafica representativa del curso temporal de |aresién de

AKT (a los 30, 45 y 90 dias postbulbectomia) ehigbcampo de animales
control (CO) y bulbectomizados (OB) y medida comporcentaje de

densidad optica relativa. Los valores densitomgétriestan normalizados
respecto a la proteina GAPH. Los datos represdatamedias + E.E.M

*p<0.05 y **p< 0.01 vs animales control (CO) (test ANOVA 1 via)
(CO=14,0B30=6,0B45=8,0B90=6).

5.2.2. Receptor TrkB

En cuanto a la expresion de la subunidad de 90dedarkB en el hipocampo,
vemos como a los 30 dias de la operacion no haybioamsignificativos en
comparacion con la expresion en los animales dorfps0.05). A los 45 dias
postbulbectomia, el nivel de expresion de TrkB iodist en unos valores muy similares

al de los animales controp%0.05) y, no es hasta los 90 dias cuando se apwecia
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aumento significativo con respecto a los animalastrol (+37%; g=4.024p<0.05)
(fig. 27).

En la gréfica correspondiente a la subunidad deKidd) vemos como el curso
temporal de la expresion es similar a lo descrit@ pa otra subunidad: ligero descenso
a los 30 dias postcirugia no significatiya>»(.05), que se acentla transcurridos 15 dias
mas (q=2.738p>0.05). Es a los 90 dias postcirugia cuando es@nteraldesaparece e
incluso el nivel de expresion parece situarse pomea de los valores control (+28%;

0=2.266,p>0.05), aunque sin alcanzar significacion estadistic
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Figura 27. Grafica representando el curso temporal de laesidn de las dos
subunidades de la TrkB, 90 Kda (A) y 110 Kda (B)ethipocampo de animales
control (CO) y bulbectomizados (OB). Los datos espntan las medias *
E.E.M. *p< 0.05vs animales control (CO=14,0B30=6,0B45=8,0B90=6).
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5.2.3 ERK/pERK

Con relacion a la expresion de esta quinasa earmsbyeneizado de hipocampo
de los animales bulbectomizados, podemos ver careggdresion de ERK a los 30 dias
de la operacion es diferente de la observada eanimsales controlp>0.05). Tras 45
dias de la operacion, los niveles de expresidnesiggiendo similares a los de los
animales control (g=1.74p>0.05). Ya en el dia 90 postcirugia los niveles aatis
superaron a los encontrados en el grupo de anirnaigsol (+27%; q=3.822<0.01)
(fig. 28)

Los datos analizados muestran también que traigd@de operacion existe una
disminucién en la expresion de la forma activa RKHpERK) con respecto a los
animales control (g=4.19%9<0.05). En el dia 45 postcirugia, dicha disminucion
revierte totalmente hasta unos valores equivaleatdes de los animales control
(p>0.05). A los 3 meses de la operacion, el porcerdajelensidad Optica aumenta

drasticamente comparativamente a los animalesatdm27%; q=8.352p<0.001).
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Figura 28. Gréficas representando el curso temporal de laesidr (porcentajes de
densidad Optica relativa) de ERK (A) y pERK (B) ldpocampo de animales control
(CO) y bulbectomizados (OB). Los datos represefdammedias = E.E.M.pg< 0.05,
*p< 0.0l y **p< 0.001 vs animales control (test ANOVA 1 via)
(CO=14,0B30=6,0B45=8,0B90=6).
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5.2.4 CREB/pCREB

Los datos analizados muestran que tras 30 diapata@on no existe variacion
en la expresion de CREB con respecto a los anintalesol £>0.05). En el dia 45
postcirugia continta sin haber variaciones entrbosngrupos de animale>0.05).
Tras 90 dias de la operacion los valores siguemdsiequivalentes entre animales
bulbectomizados y contrgb$0.05) (fig. 29).

Por su parte, con relacion a la expresion de iadoactiva de CREB (pCREB),
observamos que tras 30 dias de operacion existe distica disminucion en su
expresion con respecto a los animales control (:4896.384,p<0.001). En el dia 45
postcirugia, la disminucion en el porcentaje cardjrsi bien menos acusada que en el
dia 30 (-37%; g=4.1667<0.01). En el dia 90 tras la operacién el porcendados
animales bulbectomizados se equipara con el danliosales control (g=0.83p>0.05).
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Figura 29. Grafica representando el curso temporal de laesigm de CREB (A) y
pPpCREB (B) en el hipocampo de animales control (@Qjulbectomizados (OB). Los
datos representan las medias + E.E.M.p<0.01 y ***p<0.001vs animales control
(test ANOVA 1 via) (CO=14,0B30=6,0B45=8,0B90=6).
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5.2.5 R-catenina

Como se observa, el porcentaje de densidad Opiilbeai que la expresiéon de [3-
catenina disminuye drasticamente a los 30 diasadepkracion (-40%; q=6.930,
p<0.001). A los 45 dias su expresion sigue siendoomgme en los animales control (-
30%; =5.358,p<0.01). Tras 90 dias de la operacion, la expres@nidaatenina
hipocampal aumenta hasta alcanzar unos valoresatepies a los mostrados por los
animales control (q=0.635p>0.05) (fig. 30).
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Figura 30. Grafica representando el curso temporal de laesifm de R3-
catenina en el hipocampo de animales control (CO®llkectomizados (OB).
Los datos representan las medias + E.E.M.p&*0.001 y *p<0.01 vs
animales control (test ANOVA 1 via) (CO=14,0B30=B43=8,0B90=6).

5.3. Estudios de expresion de proteinas implicadasn plasticidad neuronal y
neurogénesis hipocampal por técnicas de western-hlefecto de la bulbectomia
olfatoria y del tratamiento crénico con fluoxetina

5.3.1 AKT
Como puede apreciarse en la figura 31, hay unaetmma aunque no

significativa, a la disminucién en el nivel de exgion de AKT en el hipocampo de las

ratas bulbectomizadas con respecto a las ratasot@m0%; q=1.603,p>0.05). El
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tratamiento cronico con fluoxetina en los animalsbectomizados induce un
espectacular incremento en la expresiéon de AKTretation a los no tratados (+186%;
0=4.488,p<0.05) que supera los valores observados en las catdrol indicando una

tendencia al aumento (+72%; q=2.88%&,0.05). En animales control, el tratamiento
cronico con fluoxetina también provoca un claro enoto en comparacion con los
animales no tratados (+112%; q=4.4p%0.05). El analisis de ANOVA de dos vias
revel6 que la mayor fuente de variacion corresporaila variable tratamiento

[ANOVA tratamiento: F(3,22)=15.5@<0.001].
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Figura 31. Grafica y western representativos de la expres®OAKIT a nivel del hipocampo de
animales control/bulbectomizados no tratados yadi@g cronicamente con fluoxetina (10
mg/kg/dia, 14 dias, s.c.) Los datos representamkdias + E.E.M. 'p< 0.05vs animales
control/bulbectomizados no tratados (test ANOVAi@svtras analisipost hocde Newman-
Keuls) (CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8,0BF=6-8).

5.3.2 Receptor TrkB

No se observaron diferencias significativa entre émimales control y los
bulbectomizados no tratadgs>0.05) en la expresion de la subunidad 90 Kda d8.Trk
El tratamiento crénico con fluoxetina tampoco pr¥vmingln cambio significativo en
los niveles de expresion de TrkB 90 kDa ni endosnales controlg>0.05) ni en los
animales bulbectomizadog>0.05) (fig. 32).
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Los datos analizados sobre la expresion de la #&ddinTrKB 110 Kda
muestran una ligera tendencia hacia el descen®of-Zn su expresion en el
hipocampo de los animales bulbectomizados con ces@elos animales control, pero
que resulto ser no significativeX0.05). El tratamiento crénico con fluoxetina tampoc
provoca ningun cambio ni en los animales contywt0(05) ni en los animales
bulbectomizadosp&0.05).
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Figura 32. Gréfica representando la expresion de las subdesdarkB 90 Kda (A) y TrkB
110 Kda (B) en el hipocampo de animales contrtidéstomizados no tratados y tratados
cronicamente con fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dsas). Los datos representan las medias +
E.E.M. (CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8 OBF=6-8).

5.3.3 ERK/pERK

Los datos analizados no muestran diferencia algana expresion de ERK en
el hipocampo entre los animales control y los betllimizados no tratados con el
antidepresivo>0.05). El tratamiento cronico con fluoxetina tamp@covoca ningdn
cambio, ni en los animales contrg>0.05) ni en los animales bulbectomizados,
(p>0.05) sobre la expresion de ERK en el hipocampanpbeo se encontraron
diferencias en la expresion de pERK entre los aesneontrol y los bulbectomizados
(p>0.05), aunque si parece haber una cierta tendeheieia la disminucion en el

hipocampo de los animales bulbectomizados. Sin egoba&l tratamiento cronico con
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fluoxetina indujo cambios significativos tanto eos|animales control como los
bulbectomizados. En efecto, se observé un aumentia expresion de pERK en el
hipocampo de animales bulbectomizados tratadosflooretina (+ 100%; q=5.421,
p<0.01), alcanzando valores similares a los de lawaas control (g=2.72&>0.05).
Ademas, el tratamiento crénico con fluoxetina endaimales control también produjo
un aumento, aunque menor que en el caso anteridg expresion de pERK en el
hipocampo en comparacion con los animales con#68%; q=4.791,p<0.01). El
analisis ANOVA de dos vias reveld que las mayouesites de variacion se debieron a
la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,222.09,p<0.001] y a la cirugia
[ANOVA cirugia: F(3,22)=4.6p<0.05] (fig. 33).
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Figura 33. Grafica representando la expresion de ERK (A) y WEB) en el hipocampo de
animales control/bulbectomizados no tratados yadi@ cronicamente con fluoxetina (10
mg/kg/dia, 14 dias, s.c.). Los datos represenamizdias + E.E.M."p< 0.01vs animales
control/bulbectomizados no tratados (test ANOVAi&svtras analisipost hocde Newman-
Keuls) (CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8,OBF=6-8).

5.3.4 CREB/pCREB

Los datos analizados no muestran diferencia algaia expresion de CREB en
el hipocampo entre los animales control y los betlmizados no tratadopX0.05). El
tratamiento cronico con fluoxetina tampoco provagceggin cambio significativo ni en
los animales controlp&0.05) ni en los animales bulbectomizadps(Q.05). Tampoco

se ven diferencias significativas en la expresiéerp@REB en el hipocampo entre los
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animales control y los bulbectomizados no tratago<.05). Ademas, de nuevo, el
tratamiento crénico con fluoxetina tampoco provooaylin cambio ni en los animales
control ©>0.05) ni en los animales bulbectomizadps(.05) sobre los niveles de

expresion de pCREB hipocampales (fig. 34).
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Figura 34. Grafica representando la expresion de CREB (A) RBE (B) en el
hipocampo de animales control/bulbectomizados natados Yy tratados
crénicamente con fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 ddas). Los datos representan las
medias + E.E.M. (CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8,OBF=6-8).

5.3.5 R-catenina

Nuestros resultados demuestran un descenso sajivificcasi a la mitad, en el
nivel de expresion de la proteina intracelular t&taa en el hipocampo de las ratas
bulbectomizadas con respecto a las ratas contt29%:- g=3.840,p<0.05). EIl

tratamiento crénico con fluoxetina en estos anim@kovoca un aumento (+86% del
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valor observado en los bulbectomizados no tratage4;641,p<0.01), recuperandose
la expresion de 3-catenina hasta valores simikates encontrados en el hipocampo de
los animales control (q=0.8>0.05). En los animales control, también el tratauioe
cronico con fluoxetina provocé un aumento signtfica en comparaciéon con los
animales control (+57%; q=5.23p<0.01). El andlisis de ANOVA de dos vias revel6
que las mayores fuentes de variacion correspondierdas variables tratamiento
[ANOVA tratamiento: F(3,22)=17.92p<0.001] y a la cirugia [ANOVA cirugia:
F(3,22)=12.58p<0.01] (fig. 35).
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Figura 35. Gréfica representando la expresion de [-cateninalen
hipocampo de animales control/bulbectomizados atados y tratados
crénicamente con fluoxetina (10 mg/kg/dia, 14 dias,). Los datos
representan las medias + E.E.M.p<0.05 vs animales control no
tratados y"~p< 0.01vs animales control/bulbectomizados no tratados
(test ANOVA 2 vias tras andlisgost hocde Newman-Keuls) (CO=6-
8,COF=6-8,0B=6-8,0BF=6-8).
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6. Estudios inmunocitoquimicos en el hipocampo data

6.1. Marcaje def3-catenina en hipocampo de rata: inmunohistoquimic@or DAB

A continuacion se describen los resultados corregipates a los cambios en el
namero (%) de células inmunopositivas frente alcajardef3-catenina en el hipocampo
de los animales control y bulbectomizados, y ettefadel tratamiento cronico con

fluoxetina.

El analisis ANOVA de dos vias nos muestra una fuetg variacion muy
importante tanto en el tratamiento [ANOVA tratameenF(3,22)=20.87,p<0.001]
como en la cirugia [ANOVA cirugia: F(3,22)=43.78<0.001], mostrando una
interaccion no significativa entre ambas [ANOVAardccion: F(3,22)=1.60p>0.05].

El analisispost hoc“Newman-Keuls” revela una reduccion significatidel
namero de células inmunoreactivas pgraatenina en la zona subgranular del giro
dentado del hipocampo en los animales bulbectorog&zadn respecto a los animales
control (-34%; q=5.34§<0.01).

También se observa un aumento de células inmunpfassirente al marcaje de
B-catenina en los animales bulbectomizados tratamdémicamente con fluoxetina
(+32%; q=3.303,p<0.05), llegandose a cuantificar un nimero de cglglanilar al

observado en el hipocampo de animales control (442p>0.05).
También se encontr6 un aumento significativo ennémero de células

inmunoreactivas para [-catenina en animales control tras la administraci®nica
del antidepresivo (+36%; q=5.83#0.001) (fig. 36 y 37).
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Figura 36. Marcaje de célulag-catenina-positivas (% de células inmunoreactivasa f8-
catenina) en la zona subgranular del giro dentad® kWipocampo en animales
control/bulbectomizados, y efecto de la adminisfracronica de fluoxetina (10 mg/kg/dia, s.c.,
14 dias). Los datos representan las medias + EE pA&0.01vs animales control no tratados,
"p<0.05 y*""p<0.001vs control/bulbectomizados no tratados (test ANOV®&s tras analisis
post hoade Newman-Keuls) (CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8, OBF=6-8).

Figura 37. Representacion microfotografica de la inmunohistmiga def3-catenina en la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo en atzacontrol (A), una rata control tratada con
fluoxetina 10 mg/kg/dia, 14 dias (B), una rata batbmizada (C) y una rata bulbectomizada
tratada con fluoxetina 10 mg/kg/dia, 14 dias (D).
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6.2. Marcaje de BrdU en hipocampo de rata: inmunofiorescencia de células
BrdU”*

A continuacion se describen los resultados de lostudes de
inmunofluorescencia de BrdU en el hipocampo de Brsmales control y
bulbectomizados, y el efecto del tratamiento créwian fluoxetina.

Podemos observar cambios significativos en el nam@o) de células
inmunopositivas frente al marcaje de BrdU en ebbgmpo de los animales control y
los animales bulbectomizados (fig. 38 y 39).

El analisis ANOVA de dos vias nos muestra una fuetg variacion muy
importante tanto en el tratamiento [ANOVA tratanteer(3,22)=15.38p<0.01] como
en la cirugia [ANOVA cirugia: F(3,22)=64.38<0.001], mostrando una interaccion no
significativa entre ambas [ANOVA interaccion: F(3)20.2808p>0.05].

El andlisispost hoc“Newman-Keuls” revela una reduccion significatidel
namero de células positivas para el marcaje inmstafuimico de BrdU en la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo en lusaes bulbectomizados con
respecto a los animales control (-28%; q=7.484).001).

También se observa un aumento de células marcadasose animales
bulbectomizados tras la administracién cronicaldexktina (+18%; gq=3.388<0.05)
que no llega a revertir el porcentaje hasta lo®real mostrados por los animales

control, aunque se acerca (q=4.1960.05).
Observamos igualmente un aumento de células innusitofas frente al

marcaje de BrdU en los animales control tras la iadtmacion cronica del
antidepresivo (+16%; q=4.488<0.01).
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Figura 38. Marcaje de células BrdU-positivas (% de célulasunopositivas para BrdU) en
la zona subgranular del giro dentado del hipocaewpanimales control/bulbectomizados y
efecto de la administracion crénica de fluoxetit@ (hg/kg/dia, s.c., 14 dias). Los datos
representan las medias + E.E.M. p#0.001vs animales control no tratado<0.05 y
"p<0.01vs control/bulbectomizados no tratados (test ANOVAi&s tras andlisipost hoc
de Newman-Keuls) (CO=6-8,COF=6-8,0B=6-8,OBF=6-8).

Figura 39. Representacion microfotografica de la inmunofluoeesia de BrdU en la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo en ate control (A), una rata tratada con
fluoxetina 10 mg/kg/dia, 14 dias (B), una rata batbmizada (C) y una rata bulbectomizada
y tratada con fluoxetina 10 mg/kg/dia, 14 dias (s células BrdUse marcaron usando
Texas-red y los nicleos se visualizaron marcandd#PI.
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Cuando correlacionamos los resultados de los dosmasl estudios
inmunohistoquimicos podemos ver claramente queina@emento en el porcentaje de
células marcadas cof-catenina es totalmente proporcional al incremeseo células
marcadas con BrdU, como se muestra en la graficka digura 40 (r=0.784p<0.001,;

andlisis de correlacion de Pearson).
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Figura 40. Correlacion significativa entre el porcentaje derémento en el
namero de células Brdly el porcentaje de incremento de células inmundineec
para -catenina inducidos por el tratamiento cronico d¢luoxetina (Test de
correlacion de Pearson).
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1. Alteraciones conductuales del sindrome de bulb®enia olfatoria

bilateral en la rata; efecto de la administracion monica de fluoxetina

Nuestros resultados en el test del campo abiertoudstran claramente la
aparicion de unas alteraciones conductuales pamtast que son inducidas por la
bulbectomia olfatoria bilateral y que se considguespias de este modelo animal de
depresion créonica con ansiedad comorbida: la higerdad y el aumento de la
actividad exploratoria en un entorno abierto y siver Como se ha descrito en los
resultados, nuestras observaciones en todos logogrexperimentales de ratas
bulbectomizadas han seguido este patrén, en foemandaumento en el nimero de
deambulaciones totales y del numero de alzamiend@®emas, nuestro estudio
demuestra que el tratamiento cronico con el antedd ISRS fluoxetina revierte esta
hiperactividad, el parametro conductual mas reptatgo del sindrome de

bulbectomia olfatoria bilateral.

La manifestacion de una mayor actividad motorae(taigtividad reflejada como
un mayor numero de deambulaciones) y una mayoidati exploratoria (alzamientos)
en un area cerrada como es el campo abierto sdndizes mas aceptados en el cambio
conductual producido por el sindrome de bulbectoaffi@oria (Van Riezen et al.,
1976; Kelly et al., 1997; Song y Leonard, 2005; Wanal., 2007; Roche et al., 2008).
Ademas, este test conductual es el mas comunméhrado como indicador de la
actividad antidepresiva cronica de un farmaco e sgitraduce como la atenuacion de
la hiperactividad mostrada por la rata bulbectoodaz@/an Riezen y Leonard, 1990;
Kelly y Leonard, 1994; Kelly et al., 1997; Mar ét, 2000; Cryan y Mombereau, 2004;
Roche et al., 2007; Rodriguez-Gaztelumendi e2@D9). Es importante resefiar que los
resultados en el test del campo abierto deberpheti@rse correctamente de acuerdo con
la forma y el modo en el que se realiza el test. hBtho de que las ratas
bulbectomizadas muestren hiperactividad, con réspems animales control, en el test
del campo abierto en condiciones de alta luminadsetaalgo bien establecido (Kelly et
al., 1997; Leonard y Tuite, 1981). Por el contade, detecta movilidad reducida en
condiciones de baja intensidad luminosa (Stockeal.e1988), aunque también se ha

descrito que con unas paredes completamente npgealen aparecer una respuesta
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parecida. En nuestros estudios hemos realizadcestindel campo abierto como el
descrito originalmente por Kelly y Leonard (1994% decir, con unas condiciones
luminicas muy intensas y con las paredes interidedsaparato reflectantes. Estas
condiciones parecen ser las necesarias para umaesta tipica del sindrome ante un
ambiente novedoso estresante y aversivo. Otrosstigaelores han estudiado el
comportamiento, la actividad motora y la actividadloratoria espontanea de estos
animales durante varios dias, y no solamente daitaatcinco minutos que dura el test
del campo abierto, detectandose un aumento epdadutividad nocturna, mientras que
durante la fase del dia su actividad era muy siraillas de las ratas control (Giardina y
Radeck, 1991).

Ademas de estos dos parametros de medida de ladtipelad de estos animales,
también hemos examinado el nimero de acicalamigrébaumero de deambulaciones
centrales como parametros que puedan reflejar @@®ansioso de estos animales,
dado que el modelo se ha definido dltimamente camanodelo de depresion con
ansiedad comoérbida (Wang et al., 2007). Asi, olasros en ambos casos que, aunque
no se han producido cambios significativos entie dos grupos experimentales de
animales, si que se observa una cierta tendenda disminucion de estos dos
parametros en los animales bulbectomizados, laeflegaria una cierta predisposicion
de estos animales a mostrar un fenotipo ansiosteblieo, en la literatura existen otros
estudios realizados de forma mas especifica pandiasy confirmar el componente
ansioso de los animales bulbectomizados, comaebeela interaccion social y el test
del laberinto elevado (Wang et al.,, 2007), ambasstealidados como modelos de
ansiedad (Rex et al., 2004), y en el que claragyifstativamente los animales
bulbectomizados manifiestan un mayor nivel de aagle Otro de los parametros
registrados fue el numero de defecaciones (numerbalos fecales), que seria un
indice indirecto de la activacion vegetativa indacpor la ansiedad ante situaciones
novedosas y aversivas. De nuevo no encontramosi@susignificativos, aunque si una
tendencia al aumento en el numero de bolos feemdas ratas bulbectomizadas, en
consonancia con ese componente ansioso que defste enodelo animal. Tampoco en
un estudio previo se encontraron cambios significaten este parametro (Stock et al.,

2000). Sin embargo, si se han descrito cambiosaganetros fisiolégicos que traducen
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una mayor activaciéon autonémica o vegetativa eenghal bulbectomizado cuando se
le expone al campo abierto, como son alteracionda presion arterial, la temperatura
corporal o el ritmo cardiaco; estos cambios seertan tras el tratamiento cronico con
antidepresivos junto a esa “normalizacion” condaictoanifestada como una reversion

de la hiperactividad en el campo abierto (Roctad.e2007).

Nuestros resultados también demuestran que laaaipadad del sindrome de
bulbectomia olfatoria en el test del campo abigpica se mantiene estable durante un
periodo muy largo de tiempo, en nuestro caso hlasta3 meses tras la cirugia,
confirmando los hallazgos previos en la literatiMacignat-Caretta et al., (2006) han
demostrado que el ratdon bulbectomizado no soéloesmgostrando la hiperactividad
tipica del modelo en el campo abierto durante ahaseun mes sino que también
presenta y persisten otras alteraciones visibleotars tests de valoracién de la
conducta de tipo depresivo (como el de la nataftitrada) y en los tests de evaluacion
de la memoria y aprendizaje (prueba del laberiotgaico). También hay evidencias
experimentales en la rata de la persistencia temhpde dichas manifestaciones
semioldgicas conductuales propias del sindromeutteettomia olfatoria. Asi, Van der
Stelt et al. (2005) demuestran la hiperactivida@lesampo abierto hasta transcurridos 5
meses desde la bulbectomia asociados a diversobiocsameuroquimicos: una
reduccion en el contenido de 5-HT a nivel de lagaiala y del hipocampo dorsal, y una
menor tasa de sintesis de 5-HT. Otros autoresidencla persistencia del déficit de
memoria tras la bulbectomia en la rata cuando leeavan el test del laberinto acuatico
(Nesterova et al., 2008), demostrando por tantotgonién los cambios en funciones
cognitivas (memoria y aprendizaje) permanecen larfgo del tiempo. En conclusion,
todos estos estudios y nuestros resultados comfigqua los cambios conductuales en el
animal bulbectomizado son cronicos y estables,ule gflejaria la persistencia a lo
largo del tiempo de las alteraciones neuroquimicasleculares, morfologicas y
estructurales en el cerebro de estos animales gogacen a dichas alteraciones

conductuales.

Uno de los puntos mas relevantes del modelo deebtdmia olfatoria, sino el que

mas, es la atenuacion de esta hiperactividad nilasprar las ratas bulbectomizadas tras
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el tratamiento cronico, que no agudo, con varijogstide antidepresivos (Van Riezen et
al., 1976; Cairncross et al., 1977; Jesberger yna&dson, 1986; Kelly et al., 1997;
Cryan y Mombereau, 2004). Nosotros demostramosetj@atidepresivo fluoxetina a
una dosis de 10 mg/kg/dia administrado de formanicad (durante catorce dias)
mediante infusién s.c. utilizando minibombas ospairevierte de forma significativa
la hiperactividad motora (deambulaciones) y expiwra (alzamientos) inducidas por la
bulbectomia. En nuestro caso, la administracion iangéel minibombas osmoéticas
garantiza unos niveles estables plasmaticos y idesbde fluoxetina durante todo el
tiempo de administracion, como lo confirman estsdiealizados en nuestro
laboratorio, lo que unido a la farmacocinéticaaduoxetina se traduce en un bloqueo

continuo y mantenido del transportador de seroto(BAHTT).

No hay muchos estudios en la literatura que detrareseste efecto de la
fluoxetina en el modelo de bulbectomia olfatorideerata. Entre los primeros estudios
se encuentra el de Butler y Leonard (1990), eruel lg administracion de fluoxetina
durante 3 semanas no revirtio ni la hiperactividadel déficit en la recaptacion
sinaptosomal de 5-HT que presentaban los animalest¢iomizados. Sin embargo, en
estudios posteriores la fluoxetina si ha mostradbvidad antidepresiva tras la
bulbectomia tanto en el ratén (Possidente et @6)Ylcomo en la rata (Mar et al., 2000;
Roche et al.,, 2007). Hay que tener en cuenta quactizidad antidepresiva de la
fluoxetina no siempre ha sido confirmada, no sdleste modelo animal de depresion
sino también en otros modelos preclinicos; losltados dependen del tipo de test y las
condiciones ambientales de su realizacion, asi aberla dosis y via de administracion
de la fluoxetina, y, por supuesto, de la cepa teutlizada (Lépez-Rubalcava y Lucki
2000; Cryan et al. 2005). En nuestro estudio, leoxamacion metodoldgica es
relativamente similar a la seguida por Mar et2000) que demostraron la reversién de
la hiperactividad inducida por la bulbectomia enrdsa tras la administracion de
fluoxetina 10 mg/kg/dia (via i.p.; 21 dias) en doimhes similares de alta luminosidad
(aversividad) a la hora de realizacion del testcdenpo abierto, factor que es
determinante a la hora de detectar la reversiorflpoxetina de esa hiperactividad. En
el estudio de Roche et al (2007), el tratamienfmico con fluoxetina (10 mg/kg/dia;

s.c.; 5 semanas) también revirtio todas las aitamas conductuales, fisiologicas y
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neuroquimicas que mostraban las ratas bulbectoaszatl ser expuestas al test del
campo abierto: la hiperactividad y el aumento dadavidad exploratoria, la menor
capacidad de respuesta predecible al estrés (mdlmréa frecuencia cardiaca y la
temperatura corporal) y el aumento de la actividedronal (expresion defog en el

hipocampo, la amigdala, el tAlamo y el nucleo afe dorsal.

En cuanto a los parametros de tipo ansiedad comola® acicalamientos,
observamos que el tratamiento crénico con fluogetito ejerce ningun cambio
significativo, ni en los animales control ni en Ibalbectomizados, resultados que
pueden concordar con el estudio de Mar et al.,,qR0O@onde se muestra como la
fluoxetina ejerce un efecto mucho menor en eldesinsiedad del laberinto elevado en
comparacion con el efecto que produce en el téstamepo abierto, indicando que los
efectos conductuales beneficiosos son mucho méa®sclauando se examinan
parametros conductuales relacionados con depragitatda que con parametros mas de

tipo ansioso.

Con relacion al numero de defecaciones, el traatmicronico con fluoxetina
provocé un incremento en ambos grupos. Sin embagoha demostrado que el
tratamiento cronico con fluoxetina atenua el aumelat defecaciones observado en las
ratas sometidas a una exposicion cronica al efftégng et al. 2000) pero que, en
cambio, induce diarrea en las ratas no estresdti@nd et al. 2000). Este incremento
gue hemos detectado en las defecaciones podriasdedda accién sobre el sistema
serotonérgico localizado a nivel gastrointestidainies et al. 2005), reflejando quizas
un efecto secundario del antidepresivo a este miviels dosis empleadas en nuestro
estudio. No podemos excluir de todos modos, qi@tmiento cronico con fluoxetina
pueda incrementar la ingesta de comida en los &sn{an este estudio no hemos
valorado los cambios en el consumo del alimentd)ies no se observaron diferencias
en cuanto al peso de los animales control y bubbeizados al finalizar el tratamiento
ni en curva de ganancia de peso (datos no mosjraaosoncordancia con lo publicado
repetidamente en la literatura (Van Riezen y Lednd990; Kelly et al., 1997; Song y
Leonard, 2005; Roche et al., 2008).
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Al igual que con el antidepresivo fluoxetina, earstestudios en la literatura con
otros inhibidores selectivos de la recaptacién emtenina (ISRS) en los que se
demuestra su eficacia antidepresiva (valorada etestl del “open-field” o campo
abierto) en las ratas bulbectomizadas, adminissratioun rango de dosis similar al de
la fluoxetina en nuestro estudio: fluvoxamina (I0M3g/kg; Leonard, 1993); sertralina
(5-20 mg/kg; Leonard, 1993); paroxetina (10 mgM&gyan et al., 1998); escitalopram
(10-20 mg/kg; Breuer et al., 2007); trazodona (5@kg; Otmakhova et al., 1992); e
incluso venlafaxina, inhibidor dual de la recapdacde 5-HT y NA pero a dosis bajas
(7.5 mg/kg; McGrath y Norman, 1998), por lo que s® llegaria a bloquearse la

recaptacion de noradrenalina.

Con relacion al subtipo de receptor serotonérgimmpdria ser responsable de las
acciones de los ISRS sobre el sindrome de bulbéetotfatoria, el receptor 5-HX
parece jugar un papel importante de acuerdo a dssltados obtenidos tras la
administracion de paroxetina sola o en combinaa@on los antagonistas 5-hil
pindolol (Cryan et al.,, 1998) o WAY100635 (Cryan aL, 1999), o tras la
administracion conjunta de citalopram y pindolainque también los receptores 5-
HT.g podrian intervenir en esas acciones antidepresivasa rata bulbectomizada
(Nguyen et al., 2009). En los péarrafos que siguscribimos y discutimos las
adaptaciones en la expresion y funcionalidad derdosptores 5-Hil, 5-HTig ¥ 5-
HT,a y en la expresion del 5-HTT que siguen a la buthe@ olfatoria y como el
tratamiento crénico con fluoxetina puede modulazsta informacion puede ayudar a
conocer un poco mas sobre la participacion reladea5-HTT y de cada subtipo de
receptor serotonérgico en las manifestacionesidét@me de bulbectomia olfatoria asi

como en los efectos conductuales de la fluoxetina.

En conclusion, nuestros resultados confirman lalealpredictiva del modelo de
bulbectomia olfatoria bilateral en la rata paral@walas acciones créonicas de los
antidepresivos y proporcionan el correlato condlctde todos los hallazgos
neuroquimicos en los sistemas de neurotransmisgbatamérgico y cannabinoide
descritos en el presente trabajo y que, a contidmagdemos interpretando y

discutiendo.
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2. Cambios adaptativos en el sistema serotonérgi@ducidos por la
bulbectomia olfatoria bilateral en la rata: efectode la administracion

cronica de fluoxetina

2.1. Transportador de serotonina: 5-HTT

Este es el primer estudio donde se analiza medsnberadiografia cuantitativa
la densidad regional del transportador de 5-HT [3-Hen el cerebro de la rata
bulbectomizada y su modulacién por fluoxetina aranil transportador de serotonina
es un elemento clave en la patologia de la depregrincipalmente por su papel en la
finalizacion de la accion de la serotonina a laahae recaptar este neurotransmisor de
nuevo hacia el soma neuronal. Las teorias mas iddsnipara explicar la eficacia de
muchos de los farmacos antidepresivos establecerespos farmacos incrementan la
neurotransmision serotonérgica bloqueando el poodesrecaptacion de serotonina en
el transportador, impidiendo que ésta vuelva &riot celular (Backstrom et al., 1989);
el efecto terapéutico, consecuencia de esta acmanoquimica, apareceria una vez
instaurados (a las 2-4 semanas) toda una sericambi@s adaptativos en distintos
elementos del sistema serotonérgico (transportadeceptores presinapticos y
postsinapticos) (Rutter et al., 1994; Gardier t12196).

En nuestro estudio hemos encontrado cambios sighifos en la densidad del 5-
HTT en areas restringidas del cerebro de la rdtzebtomizada en comparacion con los
animales control. Detectamos un aumento de la dedsiel 5-HTT en los nucleos
basolaterales de la amigdala, y reducciones eridem del rafe mediano y en la
sustancia gris periacueductal. Sin embargo, nmeenéraron cambios adaptativos en el
resto de las areas o ndcleos cerebrales estudiddsta ahora, en la literatura se habia
descrito un aumento en la densidad del 5-HTT, amhios en la afinidad, en estudios
de fijacién de {H]-paroxetina en homogeneizados de membranas dezaofrontal
(Grecksh et al., 1997). En otro estudio, Slotkinakt (1999) también encontraron
diferencias en los niveles de fijacién del]paroxetina en membranas de varios niveles
cerebrales, como la corteza frontoparietal y ebtéympo en las ratas bulbectomizadas,

pero en sentido opuesto dependiendo de la edaahaebl: incremento en la densidad
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del 5-HTT en ambas areas (aungue mas pronunciatifocemteza) en las ratas jévenes
(9 semanas de vida), y reduccion en ambas aread easo de las ratas de edad
avanzada (19 meses). Aunque seria necesario coanjrolexperimentalmente,
podriamos especular que la ausencia de cambiogestra estudio en areas corticales e
hipocampo, y quizas en otras areas, se deba al btilbmado ratas que se encuentran en
un rango de edad y peso intermedio. Slotkin et(E99) también estudiaron la
expresion del ARNm para el 5-HTT en areas meselcata pero sin encontrar
cambios significativos. Estos resultados, discaetancon los nuestros podrian
atribuirse, aparte de al factor edad de los ansngée mencionado, a las siguientes
circunstancias: por un lado, la técnica/tejidoizdillos (membranass. secciones
cerebrales en nuestro estudio; densidad maximadensidad autorradiografica en
nuestro caso); por otro lado, la cepa del animabgerimentacionWistar vs Sprague-
Dawley en nuestro estudio) puesto que se ha demostragldageepa influye en los
resultados de ciertos estudios y, en especialharkade evaluar acciones antidepresivas
en roedores (Lahmame et al., 1997; Lopez-Ruvalgdhecki, 2000; Tejani-Butt et al.,
2003); en este sentido y apoyando esta argumenjaitbién existen estudios en
ratones sometidos a bulbectomia olfatoria en log ge observa diferencias
conductuales y neuroquimicas dependiendo de la(@pzakhova et al., 1992).

El dnico area en el que observamos un aumentofisggivo en la rata
bulbectomizada (regulacion a la alta) fue la amgdarea no estudiada por otros
autores (Zhou et al., 1998; Slotkin et al., 1999)jue sorprende por ser una importante
area de proyeccién serotonérgica desde los nucled&no y dorsal del rafe, y que a su
vez proyecta hacia numerosas areas cerebrales esglngefalo (Kelly et al., 1997),
ademas de ser centro de integracion de la sensalfaboria (McDonald, 1992). Se ha
postulado que la bulbectomia induciria una hipetasitidad (desinhibicion) de la
amigdala manifestada como un incremento en la amifim neuronal en este area
(expresion de-fosen nucleos centrales y basolaterales), fenomeamomna que podria
contribuir a la hiperactividad observada en el canapierto; ademas, esta mayor
actividad neuronal se revierte, al igual que laraltibn conductual, tras el tratamiento
cronico con antidepresivos (Roche et al., 2007)hBeho, la amigdala juega un papel

crucial en la fisiopatologia y en las alteraciormsductuales subsecuentes a la
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bulbectomia olfatoria ya que esta region limbict eonsiderada como un centro
relacionado con el procesamiento de informaciorsicemada aversiva y emocional
(Kelly et al., 1997). Podriamos especular que Ewlgos adaptativos en el 5-HTT a
este nivel y su modulacion tras el tratamiento ic@oon fluoxetina pueden contribuir a
las alteraciones conductuales propias del sindrdmebulbectomia olfatoria y su
reversion por el antidepresivo, respectivamenteéo$a@stos cambios adaptativos en la
expresion del 5-HTT postbulbectomia y tras el tre¢ato con fluoxetina refuerzan el
papel que juega este nucleo del sistema limbicdaerespuesta al estrés de estos
animales, y por ende, en el patron conductual gdeben en ese nuevo entorno

aversivo.

A nivel del tronco del encéfalo también detectaingsortantes cambios en la rata
bulbectomizada, en este caso una regulacién ajdaadmala densidad del 5-HTT en
ciertos nucleos como el rafe mediano y la sustagds periacueductal. Respecto al
nacleo del rafe mediano, no existe en la literatungun dato previo sobre la densidad
del 5-HTT tras bulbectomia, pero el descenso quekéiallado podria encajar con las
evidencias sobre la neurodegeneracién neuronalridessn los nudcleos del rafe,
reversible por antidepresivos cronicos, que servadeas la operacion de bulbectomia
olfatoria (Nesterova et al., 1997). Por otra page, este nlcleo, como mas tarde
describiremos, hay una desensibilizacion del receptHT; 4 en la rata bulbectomizada.
Ambos fendmenos, desensibilizacion del receptompsh regulacion a la baja del 5-
HTT son cambios que también observamos en el nadesal del animal control en
nuestro estudio. Otros autores también han destitto la desensibilizacion del
receptor 5-HTa (Castro et al., 2003; Hensler, 2002) como la @gah a la baja del 5-
HTT en condiciones experimentales idénticas a l@&stnas (Lesch et al., 1993; Pifieyro
et al.,, 1994), adaptaciones neuroquimicas que sgidaran relevantes para la accion
beneficiosa del antidepresivo. Por lo tanto, podos especular que una menor
disponibilidad del 5-HTT y una menor funcionaliddel receptor 5-Hiy tras la
bulbectomia, en este caso en el rafe mediano, reurgcomo mecanismo de
compensacion en un intento de mantener la homéostas buen funcionamiento del
sistema serotonérgico, pero sin llegar a ser sufiei como para obtener la mejoria

conductual, que sOlo apareceria tras el tratamienbmico con el antidepresivo.
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Ademas, los datos obtenidos, en muestras postmatedeprimidos suicidas, por el
grupo de Arango et al (2001) apoyarian esta hijgdtesa menor fijacion de’ti]-8-
OH-DPAT a los autorreceptores del rafe y td]{Cyanoimipramina al 5-HTT en el
rafe dorsal; estos hallazgos, para los autoresjfis@ian una menor inhibicion por
parte de los receptores 5-HATsobre la actividad eléctrica del neuronas del yafena
mayor accion de la serotonina al disminuir su rezapn, fendmenos compensadores

en respuesta a la hipofuncion serotonérgica dpdoentes deprimidos suicidas.

En la sustancia gris periacueductal (SGP) hemesreamos una regulacion a la
baja de la densidad del 5-HTT en los animales lotdibeizados; este nucleo es el
mayor centro integrador del control homeostaticbdidor, y lo mas importante, un
area muy relacionada con el comportamiento defendia activacion de la SGP
provoca la liberacién de encefalinas por parte afe Heuronas que proyectan a los
nucleos del rafe, que a su vez liberarian serogoainivel espinal inhibiendo la entrada
de estimulos nociceptivos (Géranton et al., 2088)emas, la modificacion de los
niveles de 5-HT en este nucleo (administracion ljocatenta los efectos
antinociceptivos que se observan tras la estimadaeléctrica (Hamalainen y Lovick,
1997). En este contexto, es importante resefiaregtigdios realizados en nuestro
laboratorio demuestran una mayor respuesta doladesda rata bulbectomizada a
estimulos nociceptivos térmicos y mecanicos (Ro@degGaztelumendi et al., 2005a),
alteracion de la sensibilidad dolorosa que se “@aim®&” tras la administracion cronica
de fluoxetina a la vez que se observa el efectdepresivo (Rodriguez-Gaztelumendi
et al., 2005b). La regulacion a la baja del 5-HTiTla&e SGP refleja una alteracion del
sistema serotonérgico que podria estar relaciooanlasos cambios en la respuesta al
dolor que observamos tras bulbectomia, aunqueidsrgg que son necesarios futuros

estudios (i.e. administracion local de antidep@sjypara confirmar esta hipétesis.

En este mismo contexto de modulacidén de la trasiéminociceptiva podriamos
encuadrar los cambios detectados en la densidastid&ll a nivel del rafe magnus en
el animal control y bulbectomizado tras la admmaisibn cronica de fluoxetina. Este es
un nucleo clave en el control descendente del dolga estimulacién directa produce

analgesia (Oliveras et al. 1975) y que recibe afeas desde la sustancia gris
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periacueductal, los nlcleos hipotalamicos paraicemdres y la amigdala. Los cambios
observados en la densidad del 5-HTT en este nécléos animales bulbectomizados y
los animales control tras la administracion crordeafluoxetina pueden explicar, al
menos en parte, el efecto “normalizador” de la ibditad dolorosa observado en las
ratas bulbectomizadas y al efecto analgésico qubiéam hemos observado en las ratas
control, respectivamente, tras las administraci@mica del antidepresivo (Rodriguez-
Gaztelumendi et al., 2005b).

Hasta la fecha, no hay estudios en la literatuesicacde los cambios que pueda
ejercer el tratamiento cronico con fluoxetina sdardensidad del 5-HTT en el cerebro
del animal bulbectomizado, sin embargo, si haydissuen animales control pero con
resultados muy diversos, como posteriormente camembs. En el presente trabajo
demostramos un descenso generalizado en el numéarargportadores de 5-HT tras el
tratamiento cronico con fluoxetina en todas lasisueerebrales estudiadas tanto en los
animales control como los bulbectomizados. Se podtistinguir, tanto en los animales
control como los bulbectomizados, tres grupos @asacerebrales segun el grado de
reduccion en la densidad del 5-HTT: reduccion lgé25-45%) para areas/nucleos
como la corteza frontoparietal y cingular, el calagputamen y el hipocampo;
moderada (45-65%) en el caso de la corteza eratriéh septo y el nucleo del rafe
magnus; y alta (+ del 65%, incluso hasta el 85%}glehipotalamo, la amigdala, la
sustancia negra, la sustancia periacueductalagissomo en los nucleos del rafe dorsal
y mediano. De cualquier manera, los resultados nalie en ambos grupos
experimentales reflejan claramente el cambio ataptaen la densidad del 5-HTT
consecuencia principal del mecanismo de accionirdg la fluoxetina, la inhibicion

cronica y mantenida de la recaptacion de 5-HT.

Hay en la literatura diversas evidencias experialestsobre la regulacion de la
expresion del 5-HTT en el cerebro de roedores étagatamiento con diferentes
antidepresivos (Benmansour et al, 1999; Yau et1#199). En lo que respecta al
inhibidor selectivo de la recaptacion de serotoffimaxetina, hay varios estudios en el
animal de experimentacion pero con resultados sidgerAlgunos autores no encuentran

cambios tras el tratamiento crénico (Dewar et H93; Gobbi et al., 1997); otros
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demuestran aumentos en la densidad autorradiogréfed 5-HTT en la corteza
frontoparietal, el estriado, la corteza visual yaeda CA del hipocampo (Hrdina y Vu,
1993); y otros, como Heébert et al. (2001), un desaesignificativo en la densidad del
5-HTT tan sélo en la corteza entorrinal, aunque woa tendencia a la reduccion en
otras regiones cerebrales, tras el tratamientacap.fluoxetina (2 mg/kg/dia, 21 dias);

nuestros resultados estarian mas en linea cormllezdos de este ultimo autor.

De cualquier manera, todas estas discrepanciasepuser resultado de las
distintas particularidades metodoldgicas de loudiss resefiados: la dosis de
fluoxetina, la via de administracion, la especianah asi como el periodo de “wash-
out” tras el cese de la administracion del antidsippo. En nuestro caso, creemos que la
administracion por infusion continua s.c. (minib@spde una dosis alta de fluoxetina
(10 mg/kg/dia) garantizaria niveles plasmaticoaldss del ISRS, factor que podria ser
critico para inducir esa clara regulacion a la lslgh5-HTT que hemos detectado en
nuestro estudio (Lesch et al., 1993; Pifieyro et1894). Sin embargo, es importante
también considerar, a la hora de interpretar Issltados, el denominado periodo de
“wash-out” o tiempo que transcurre desde el cesé¢ralamiento hasta el sacrificio de
los animales para la realizacion de los estudiasoggiimicos. En nuestro estudio, el
periodo de “wash-out” fue 24 horas de acuerdo atopolo habitualmente utilizado en
nuestro laboratorio (Castro et al., 2003). En aldie de Heébert et al (2001) fue de 72
horas y en el de Gobbi et al (1997) fue de 7 dimseste Ultimo caso no encuentran
cambios en la expresion del 5-HTT, quizas porque psriodo de tiempo podria se
suficiente para que comenzasen a revertir losafed¢ la fluoxetina. En otra especie
animal, el cobaya, EI Mansari et al., (1995) taocgpmbservan efectos sobre el
transportador de 5-HTT en la corteza cerebral cdrh@ras de “wash-out” tras el
tratamiento crénico con fluoxetina administrada conibombas. Sin embargo, en la
misma especie animal otro antidepresivo ISRS p#érexeaeduce la densidad del
transportador en la corteza frontal (Blier y Boudhd 994; El Mansari et al., 1995) o

en el hipotalamo (Blier y Bouchard, 1994).

De todos los estudios anteriores se deduce querieldo de “wash-out” podria ser

un elemento critico a la hora de detectar cambiogaeexpresion del 5-HTT, bien
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porque un periodo excesivamente largo puede perarifi reversion de los efectos
inducidos por la fluoxetina o bien porque un pesiegdcesivamente corto podria no ser
suficiente como para descartar la presencia dexdiuwa residual en las muestras
cerebrales, lo que podria estar interfiriendo eculantificacion real de la densidad del
5-HTT. Estudios realizados en nuestro laboratoemuestran la presencia de niveles
detectables de fluoxetina y de su metabolito noxitina en el plasma y el cerebro de
animales a las 24 horas de finalizar el tratamientaico con fluoxetina (10 mg/kg/dia,
minibombas, 14 dias). Aunque en los estudios admgraficos la fase de
preincubaciéon de las secciones cerebrales tien® dwralidad “limpiar” el tejido de
ligandos enddgenos y de restos del farmacos admamhis, no podemos descartar
totalmente la posibilidad de que cierta fluoxetiesidual pudiese estar presente durante
la fase de incubacién con el radiotrazad®t]{citalopram influyendo, en mayor o
menor medida, sobre la fijacién especifitid]{citalopram al 5-HTT y por lo tanto en
los datos relativos a la densidad regional del 3-HParece pues clara la necesidad de
realizar futuros experimentos ensayando distintassd distintos periodos de “wash-
out” con la misma dosis y/o modificaciones en emgpo/temperatura de la fase de
preincubaciéon de las secciones cerebrales para potiar esta cuestion, sobre todo
teniendo en cuenta las caracteristicas farmacacaséy propiedades farmacodinamicas
de la fluoxetina.

Todos estos hallazgos sobre la expresion del 5-HAT el animal de
experimentacion tienen su referente en estudiosre@strapostmortende humanos y
por técnicas de neuroimagen vivo en pacientes Hay estudios con muestras
postmortem de pacientes con sintomas recientes de episodipsesivos que
demuestran la ausencia de cambios en la densidl&HIET en el rafe dorsal y en el
locus coeruleus (Bligh-Glover et al, 2000; Klimelag, 2003). Arango et al. (2001) han
demostrado una regulacion a la baja en el sistemmadhptacion de 5-HT en los ndcleos
del rafe mediano y dorsal en el cerebro de suicigsimidos en comparacion con
pacientes control, valorando la fijacién especitieaH]-Cyanoimipramina y teniendo
en cuenta varios factores (volumen del &rea amkjzanimero de neuronas
serotonérgicas que expresaban el ARNm del 5-HTTantidad de expresién por

neurona). En areas de proyeccion serotonérgicap dancorteza prefrontal, se ha
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descrito tanto una disminucién como ausencia déicanen la densidad del 5-HTT en
muestragpostmortemde deprimidos suicidas (Perry et al., 1983; Austiral., 2002).
Sin embargo, también se han observado aumentoa denisidad del 5-HTT en la
corteza frontal (Mann et al., 2000) y, especialragen la corteza prefrontal medial
(Arango et al, 1995). De cualquier manera, tabgnc refieren Stockmeier (1997) y
Meyer (2007), los hallazgos en muestastmortendeben ser tomados con cautela por
la heterogeneidad de los casos incluidos: cuadioisas tanto precoces como tardios
de la depresion mayor, presencia de otros trastquaiuiatricos como la enfermedad

bipolar, asi como pacientes con y sin tratamientmepresivo.

En cuanto a los estudios de neuroimaigerivo, los resultados tampoco son
homogéneos: mientras algunos autores han desoatoegulacion a la baja del 5-HTT
en el tronco del encéfalo (Malison, 1998) y losleds mesencefalicos (Newberg et al.,
2005) sobre todo en pacientes no tratados (Patsal, €006), otros (Herold et al.,
2006) no han encontrado cambios significativos a&nfijacion al 5-HTT en el
mesencéfalo. También se han descrito cambios as deeproyeccion: descensos en la
fijacion al 5-HTT en la amigdala, sobre todo méassados en pacientes deprimidos no
tratados (Parsey et al., 2006), y aumentos enlanta (Ichimiya et al., 2002); sin
embargo, otros no encuentran cambios en el talagi@sgtriado humanos (Newberg et
al., 2005). Parsey et al. (2006) tampoco detectaambios en la fijacion al 5-HTT en
areas limbicas como el hipocampo y la corteza tangurinalmente, hay autores
(Meyer et al., 2004) que describen ausencia t@&alainbios en el cerebro de pacientes
deprimidos. Ademas, los cambios en la expresion HEITT en el cerebro de
deprimidos no parecen ser permanentes puesto quearsemedido unos niveles
normales de fijacion al 5-HTT en pacientes ya recagos del cuadro depresivo
(Bhagwagar et al., 2007), a diferencia de la pensis alteracion en la expresion de los
receptores postsinapticos 5-HH{disminucién) y 5-HEa (aumento) que se detecta en

estos pacientes (Bhagwagar et al., 2004; 2006).
Los estudios en humanos no aportan datos concks/esdbre los cambios

adaptativos en el 5-HTT como consecuencia delnviateto antidepresivo, pero a partir

de los resultados obtenidos en los estudios caniglal de experimentacién se postula
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gue el efecto terapéutico de los ISRS seguramemieadde un cambio adaptativo en el
sistema serotonérgico, disminuyendo la densidagchgién del 5-HTT, algo que no se
produce con otros antidepresivos no ISRS (Benmansbual., 1999, 2002). Sin
embargo, también se ha propuesto que, a largo,@aaaegulacion a la baja del 5-HTT
inducida por el antidepresivo podria explicar ladpfa de eficacia de los ISRS que se
observa en ciertos pacientes (Byrne y Rothschdé8)L

En conclusion, nuestros resultados demuestranaga@nhinistracion cronica del
ISRS fluoxetina regula a la baja su diana farmago&) el 5-HTT. En el animal
bulbectomizado, en el que encontramos modificasiare la densidad del 5-HTT en
ciertas areas cerebrales, los cambios inducidos lgpoadministracion cronica de
fluoxetina sobre la densidad del 5-HTT van asocaalcefecto conductual positivo del

antidepresivo.

2.2. Receptor 5-HTia

Este es el uno de los primeros estudios dondea&a no solo la densidad sino
también la funcionalidad del receptor 5-4dTnediante técnicas autorradiograficas en
un modelo animal de depresion como es la bulbeetatf@toria en la rata. También
hemos analizado los posibles cambios en la densidadcionalidad del receptor 5-
HT1ainducidos por la administracién crénica de fluosaten el animal bulbectomizado
en comparacion con el animal control para correteni estos parametros
neuroquimicos con los efectos conductuales deldegmtesivo. Nuestros datos
demuestran que tras la bulbectomia olfatoria sdumen cambios en la sefalizacion
serotonérgica via receptor 5-tATpero de forma diferencial segun las areas ceesbral

analizadas.

En areas corticales no limbicas del animal butieizado, como la corteza
frontoparietal, hemos detectado un incremento esefalizacion via receptor 5-Ihl
(hiperfuncionalidad real) valorada como un incretaesn la eficacia de acoplamiento

del receptor a la proteina G, que se revierte éapando incluso una cierta
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desensibilizacion) tras el tratamiento con fluax&tiEn otra area cortical, que forma
parte del sistema limbico, como es la corteza eimat encontramos una regulacion a
la alta en la densidad del receptor 5:fTaunque si no fijamos en la ratio
funcionalidad/densidad tendriamos una cierta hijas®acion neta; de cualquier
manera vemos el efecto positivo que produce ebi@mtesivo sobre la densidad del

receptor y su funcionalidad hasta llevarlas a es@imilares a los del animal control.

En los ndcleos del septo latero-dorsal del animdbectomizado aparece una
hiperfuncionalidad real (hay una tendencia a laicen en el nUmero de receptores)
que desaparece tras el tratamiento cronico conxdtima. A nivel del hipocampo, se
observa claramente la desensibilizacion inducida flooxetina en el animal
bulbectomizado. En el caso de la amigdala, lodtegkas indican la existencia de un
menor grado de acoplamiento del receptor a la im@t@ en el animal bulbectomizado
aunque la sefalizacion parece tender a “equilietass se consideran los valores de
densidad, indicando que la bajada en la funcioadlise debe realmente a un menor
namero de receptores disponibles; lo que si seci@ptaramente es la desensibilizacion

inducida por fluoxetina tras su administracion cén

A nivel de los nucleos situados en el tronco amletbservamos, en general, un
menor grado de sefializacion (funcionalidad real)ebranimal bulbectomizado. La
desensibilizacion se produce a expensas del aadgllereceptor a la proteina G
(descensos en fijacién especifica RSJGTRS inducida por el agonista selectivo de
receptores 5-Hijlh 8-OH-DPAT de hasta el 41%) o bien debido a camiginssu
densidad que no llevan asociados de forma paredetdbios en la funcionalidad (i.e.
hay aumentos en la densidad en nucleos como el magnus y los nucleos
parabraquiales pero sin incrementos parejos dedin@gdad). Lo mas relevante es que
estas alteraciones se revierten con el antidepresivtodos los ndcleos, salvo para el
nacleo del rafe dorsal en donde se produce unansibfizacion del receptor 5-HX

tras el tratamiento cronico con fluoxetina.

En definitiva, en el animal bulbectomizado elamiento crénico con fluoxetina

intentaria “normalizar”, en general, esas alteraesoen la densidad/ funcionalidad del
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receptor observadas tanto a nivel de areas ercafaomo en los nucleos del tronco,
ademdas de producir una clara desensibilizaciéne del autorreceptor 5-HX del rafe

dorsal y de los receptores postsinapticos del hippo.

Por su parte en el animal control, el tratamientdnico con fluoxetina
desensibiliza el receptor 5-Hd en los ndcleos del rafe dorsal y mediano, efecto
farmacoldgico en consonancia con las adaptacioneste nivel inducidas por la
mayoria de los antidepresivos. Esta desensibibmaalel receptor inducida por
fluoxetina también aparece en areas limbicas eétetbncéfalo (hipocampo GACA,

y giro dentado al igual que lo observado en el ahibulbectomizado) o diencéfalo
(hipotalamo dorsomedial); sin embargo, el antidgpee indujo hipersensibilidad en

areas corticales.

Hasta ahora solo hay un trabajo muy reciente étetatura (Sato et al., 2007) en
el que se estudian mediante autorradiografia daiméi los cambios en la densidad,
pero no en la funcionalidad, del receptor 5:k&n el cerebro de la rata bulbectomizada
y el efecto de la administracion cronica de busgirdn este estudio, se demuestra una
menor densidad del receptor 5-ATpracticamente en todo el cerebro del animal
bulbectomizado, especialmente en areas limbicagegeo prelimbica, amigdala e
hipotalamo ventral) pero también en regiones cadgy en el rafe dorsal (excepto su
porcién ventral) con reducciones que van desdéd® @.e. hipocampo) hasta el 50%
(i.e. hipotalamo). En cambio, en el raton bulbectaaio no se han encontrado cambios
ni en la densidad ni en afinidad de la fijacion[t6]-8-OH-DPAT en membranas de
varias areas cerebrales (corteza frontal, hipocangmoigdala, corteza piriforme,
tubérculo olfatorio e hipotalamo) (Gurevich et &P93). Tampoco Slotkin et al. (2005),
en sus estudios en membranas encontraron difesegitiee el animal bulbectomizado y

el control en el estriado y la corteza cerebral.

Nuestros resultados indican también una ciertdetecia a la reduccién, aunque
no significativa, en la densidad del receptor 5:488nh muchas de las areas analizadas:
el septo (del 18-26%), el hipotalamo ventral (29249 amigdala (17%) como regiones
del encéfalo; también, en general una menor fuatited (reducciones entre el 15-
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25%) llegando a ser significativa en alguna redior1% en rafe mediano). De todos
modos hay algunos datos que muestran resultadesreido contrario: en la corteza
cerebral, los cambios son hacia la regulacionatéatanto en la funcionalidad (+36%
en corteza frontoparietal) como en la densidad @#41% en la corteza entorrinal
aungue con una importante reduccion en la fundded); en los nucleos del tronco
vemos cierta reduccién en la funcionalidad, per® Hesultados sobre la densidad
indican la presencia de incrementos que van des@d8% al 43% (significativos en

nacleos como el rafe magnus y parabraquial dorsal)

Estos hallazgos discrepan con los del grupo de &adl. (2007). No tenemos una
explicacion clara para estas diferencias porqueedes punto de vista metodolégico
hemos utilizado el mismo radioligando para mardareeeptor 5-HTa ([*H]-8-OH-
DPAT a 2 nM) y la misma cepa de rat&pague-Dawleyaunque con una diferencia
en cuanto a la edad de los animales. Nosotrosnmuestide pesos de entre 250-280
gramos antes de la bulbectomia, mientras que estiadio de Sato et al., (2007) utilizan
animales mas jovenes (< 240 gramos), en este eerptidrupo de Slotkin (1999, 2000
y 2005) ha sefialado que hay cambios diferenciatesnarcadores de sefializaciéon
serotonérgica (i.e. en la densidad de receptorestosérgicos y en la actividad
adenilato ciclasa ligada a los mismos) dependieledia edad de la rata. Por otra parte,
puede haber habido diferencias en el nivel anatmacogido para cuantificar los
parametros en tronco cerebral; de hecho, Sato.ef2@07) ven diferencias en la
densidad del receptor 5-hiyentre las mitades anterior y posterior del nuclelorafe
dorsal, algo que también se ha demostrado porcEme neuroimagen para el rafe
dorsal en humanos (Boldrini et al., 2008). Todasseson aspectos relacionados con
cuestiones de tipo metodologico (especie animaddediferencias en la densidad
receptorial segun un gradiente antero-posterior,. etjue necesitarian ser aclarados en

futuros estudios experimentales.

También existen otros modelos animales de depresidos que se ha analizado
los posibles cambios en la densidad del receptdf &-en el cerebro: el modelo animal
de indefension aprendida (Edwards et al, 1991, 19%2 modelo genético de las ratas

sensibles tipd-linders (Nishi et al., 2009a). En las raf@énders sensibles al estrés hay
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una reduccién en la densidad autorradiogréaficaataptor 5-HT, en numerosas areas
cerebrales tanto corticales, limbicas como en Idglenos mesencefalicos en
comparacion con los animales contr8pfague-Dawleypero aun mas si se compara
con las ratag-linders resistentes al estrés (Nishi et al. 2009). En otnoslelos de
depresion como la indefension aprendida y manipuiéseparacion maternal
(Neumaier et al., 2002) no se han descrito casnbivla expresion del ARNm del
receptor 5-HT, Hemos comentado que en nuestro estudio se obseavandencia a la
reduccion en la densidad del receptor en muchas @ero también un comportamiento
en sentido claramente contrario en otras, a vesescambios significativos. Parece
evidente que cada modelo animal de depresion daier © provocar alteraciones
diferenciales en el sistema serotonérgico en ustaaudireccion y con un patrén region-
dependiente. Por ejemplo, nuestro modelo de llaebtdmia y el de las rat&tinders
muestran diferencias en marcadores de la funcid@iosgrgica como son el contenido
tisular de 5-HT (Lumia et al., 1992; Van der Sadltal., 2005) y la sintesis regional de
5-HT (Watanabe et al., 2003 y 2006; Hasegawa 208é¢mas, conductualmente el
sindrome de bulbectomia olfatoria supone un modeldepresion agitada o depresion
con ansiedad comdérbida e hiperactividad (Song ynamh 2005; Wang et al., 2007;
Roche et al., 2008) mientras que, por ejemplogdhdatad-linders ha sido propuesto
como modelo de depresién con retardo psicomototjpende depresién descrito en
humanos (Lapierre y Butter, 1980). Asi pues, loxansmos patogenéticos que se
desencadenarian en cada modelo son diferentes rjapoexplicar esos cambios
adaptativos diferenciales en los marcadores deénségs serotonérgico; de hecho,
distintos modelos animales de depresion presemtgratuon diferencial en la expresion

génica cerebral (Uriglen et al., 2008).

En las areas corticales del animal bulbectomizagimds observado aumentos
significativos en la densidad (i.e. corteza entaid)i o en la funcionalidad (i.e. corteza
frontoparietal) del receptor 5-HAd. Estos cambios pudieran suponer un mecanismo
adaptativo a la hiperinervacion serotonérgica (Zbbal., 1998) y los cambios en el
contenido tisular de 5-HT (Lumia et al., 1992) yl@sintesis regional de 5-HT (Wrynn
et al., 2000; Hasegawa et al., 2005; Watanabe, )2@Rbectados en la rata

bulbectomizada. Este es el primer estudio que apddtos autorradiograficos
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anatomicos y funcionales sobre el receptor 3HJ¥ostsinaptico en areas corticales en
un modelo animal de depresién, en el que se ohsearabios en el mismo sentido que
los hallazgos en muestras cerebrales postmorteteteamidos suicidas (Arango et al.,
1995), apoyando la hipoétesis de que, en la depreslGeceptor 5-Hila postsinaptico
estaria regulado a la alta en esta regidén cerelbmpbrtante en la modulaciéon de la
conducta (Bechara et al., 2000).

Los hallazgos en el hipocampo reforzarian masntdigid patofisiologica con la
depresiéon humana porque al igual que lo descritdepnimidos suicidas (Dillon et al.,
1991; Lowther et al., 1997; Stockmeier et al., 298Yhemos observado ningin cambio
significativo en la densidad del receptor 5:WT(aunque si incrementos en su
funcionalidad-significativo en las areas £BA). En el resto de areas del cerebro
limbico como el hipotalamo y la amigdala hemosaat® reducciones en la densidad
(i.e. -28% de reduccién en la densidad en hipotaleemtromedial, -17% en amigdala,
aungue no significativas por el analisis estadistie multiples comparaciones) o en la
funcionalidad (-17% en amigdala y significativoptas experimentales que estarian
mas en consonancia con los hallados por otros aniralal bulbectomizado (Sato et al.,
2007) y en otros modelos de depresion (Nishi et2809) y como en el caso de la
amigdala con los hallazgos en humanos deprimidieesv/@Ds et al., 1999).

Ya hemos comentado anteriormente que en los nudelosonco vemos cierta
reduccion en la funcionalidad, pero los resultastize la densidad indican la presencia
de incrementos en la densidad que van desde ela28%9 (significativos en nlcleos
como el rafe magnus y el parabraquial dorsal), lareaiscrepancia con Sato et al.
(2007). En el caso del rafe dorsal, si considemtaaatio funcionalidad/densidad el
balance es a una menor eficacia en la sefalizdoiés receptores para mantener la
funcion) lo que iria en consonancia con los estidiao muestrapostmortemde
deprimidos suicidas que demuestran aumentos ereraidhd del receptor 5-hd
compensatorios ante una disminucion de la activekadtonérgica (Stockmeier et al.,
1998) y con los estudios funcionales de PET en hosxgue demuestran una menor
fijacion potencial a los receptores 5-HA{Bmax/Kd ratio) presinapticos (Meltzer et al.,
2004; Drevets et al., 2007).
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En relacién al nucleo del rafe magnus y los nlcfsrabraquiales (éstos ultimos
no analizados en el estudio de Sato et al., 2@0ifhgortante recordar que son areas no
tradicionalmente ligadas a la depresion, sino gas len intervienen en fendmenos de
transmision y control del dolor, y ademas el rafggnus es un area extremadamente
caudal, por lo que es dificil establecer similitiden el humano. La aparente diferencia
en los niveles de receptor en las diferentes ngaebrafe no es extrafia, ya que se trata
de un area extremadamente regionalizada y diversaanto a la expresion del nivel de
autorreceptores 5-HT ya que proyecta y recibe aferencias nerviosasndeamplia
variedad de regiones cerebrales dependiendo delmndencreto analizado (Puig et al.,
2005; Boldrini et al., 2008). Es conocido el pagel nucleo del rafe magnus en el
control descendente del dolor: la serotonina litkenaor las neuronas de este nucleo en
la médula espinal y en el nucleo trigémino prodacgnocicepcion (Brodie y Proudfit,
1986; Bowker y Abbott, 1990). Ademas, la propieotmina (Llewelyn et al., 1984;
Hentall et al., 2000) y los distintos subtipos deeptores serotonérgicos 5T 5-
HTig y 5-HT,a (Pazos y Palacios, 1985; Pazos et al., 1985; Pampet al., 1992; Li y
Bayliss, 1998) aqui presentes son importantes dnafinente dentro del propio rafe
magnus para modular la actividad eléctrica neurgnadr ende, la transmisién y/o la
modulacién nociceptiva (Kiefel et al., 1992). Estaotonina del rafe magnus procede
bien de las aferencias desde la sustancia griagoeductal (Beitz, 1982) o de los
colaterales axonicos y dendritas de las propiasonas del rafe magnus (Pan et al.,
1993; Potrebic et al., 1993). Estos cambios ere@ptor 5-HTa tras la bulbectomia
(hiperfuncionalidad) junto a los también hemos etrealo para el 5-HTT y los otros
receptores serotonérgicos, como luego veremos,iggodrontribuir a explicar la
alteracion en la sensibilidad dolorosa observada ta bulbectomia y como el
tratamiento con fluoxetina es capaz de revertirat@acion nociceptiva (Rodriguez-
Gaztelumendi et al., 2005b).

En cuanto al aumento en la densidad del receptbiT:a- en el ndcleo
parabraquial dorsal hemos de hacer las mismas dssasiones en relacion con la
modulacién nociceptiva; ademas esta region tiemeamplia conexion de aferencias y
eferencias con el nucleo del tracto solitario,aielaado con el sistema parasimpatico, y

tiene eferencias directas hacia el tdlamo y depabyecta hacia la corteza parietal,
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frontal, insular y cingular; existen también otcamexiones con el hipotadlamo lateral y
la amigdala. Asi pues, el aumento de receptorsteanvel podria estar relacionado con
el aumento de receptores detectado en cortezaamih una fuerte conexion entre la

corteza y los nucleos parabraquiales.

Uno de los hallazgos mas relevantes es el efeaoebjtratamiento crénico con
fluoxetina induce sobre la densidad/funcionalidedrdceptor 5-H7 del rafe dorsal en
el animal control al igual que en al animal bulbewnizado. En cuanto al animal control,
la fluoxetina desensibiliza el receptor 544Ten ambos nucleos del rafe dorsal y
mediano. Los estudios electrofisiolégicos demuastjae la estimulacion de estos
autorreceptores atenua la actividad eléctrica deelaronas serotonérgicas del rafe
(Blier y Montigny 1990.; Stahl, 1998) y como consewcia la liberacion de 5-HT al
espacio sinaptico (Sharp et al., 1993); como louwksttan multiples evidencias clinicas
y preclinicas es necesaria esta desensibiliza@dosdautorreceptores 5-kilpara que
aparezca el efecto terapéutico de los antidepregRiieyro et al., 1994; Sayer et al.,
1999; Dremencov et al., 2000). Esta desensibiliradiel receptor inducida por
fluoxetina en el animal control también apareceéieras limbicas bien del telencéfalo
(hipocampo CA-CA, y giro dentado al igual que lo observado en elmahi
bulbectomizado) o diencéfalo (hipotalamo dorsomgdéin embargo, el antidepresivo
indujo hipersensibilidad en areas corticales. Gdacion a la densidad del receptor 5-
HT.a en el animal control no hemos encontrado cambigeifgiativos salvo una
regulacion a la baja en el septo lateo-dorsal,oexcardancia con el trabajo de Le Poul
et al. (2000) en el que utilizando también fluoxata una dosis similar (8 mg/kg/dia) y
durante 2-3 semanas no encontraron cambios ennsidde autorradiografica del
receptor 5-HTA; también coincide con los previamente publicado mgestro grupo
(Castro et al., 2003).

En el animal bulbectomizado, el tratamiento cronmmn fluoxetina intenta
“normalizar”, las alteraciones en la densidad/ fonalidad del receptor observadas
tanto a nivel de areas encefalicas como en loeasael tronco y consecuencia de las
adaptaciones en la vias serotonérgicas que seqaogor la bulbectomia; son cambios

inducidos por el antidepresivo que se reflejan e negulacion a la baja en la densidad
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(i.e. corteza entorrinal, ciertos nucleos del rafedn una desensibilizacion funcional
(i.e. corteza frontoparietal, hipocampo, amigdalalgleo dorsal del rafe) o en una
“normalizacion” funcional (i.e. corteza entorrinatafe magnus). Otros autores también
han encontrado una disminucién en la densidad nade receptores 5-HA en
membranas de corteza cerebral del raton bulbectoimiy tratado con amitriptilina o
trazodona pero ausencia de cambios con imipran@aegich et al., 1993). Sin
embargo, el tratamiento cronico con buspirona rter2 semanas no provoco una
reduccion en las densidad autorradiografica deeptec 5-HTh, mas alla de la
observada en el animal bulbectomizado (Sato et2@Dy) a pesar de normalizar la
sintesis regional de 5-HT en el animal bulbectoduz@Vatanabe et al., 2003) como lo

hace el citalopram, otro antidepresivo ISRS tipoxketina (Hasegawa et al., 2005).

En el animal bulbectomizado, el nucleo del rafe iama muestra un
comportamiento diferencial tras el tratamiento folxetina en comparacién con el
animal control puesto que apreciamos una hipefsiidad tras el antidepresivo.
Aunque no tenemos explicacion para este hechojgods estar ante algo similar, en
el animal, a lo descrito en estudios funcionaletinanos (Boldrini et al., 2008): una
hipofuncionalidad en la parte mas dorsal del rafesa pero una hiperfuncionalidad en
la zona mas ventral del rafe dorsal (la que prayectla corteza prelimbica) pero

aplicandolo al rafe dorsal y mediano en nuestro.cas

En relacion al ndcleo del rafe magnus y los nlcleasbraquiales, ya hemos
comentado anteriormente su papel en la modulaacéiceptiva; los efectos inducidos
por la fluoxetina sobre la densidad del receptbiTaa ademas de los que se ven en el
5-HTT y otros receptores en estos nucleos, enreboe del animal bulbectomizado
podrian estar relacionados con la atenuacion dipéasensibilidad dolorosa que vemos

en este modelo animal (Rodriguez-Gaztelumendi,e2@0D5b).

Si realizamos una descripcion detallada por areasos, en primer lugar que el
tratamiento cronico con fluoxetina no produjo ningtambio en la densidad en areas
corticales en el animal control, coincidiendo coa tatos de experimentos realizados
en deprimidos postmortem (Sargent et al., 2000;dgiélko et al., 2007), aunque
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funcionalmente si observamos una hipersensibibmagel receptor a nivel de la corteza
frontoparietal. En cambio, en la rata bulbectomezad tratamiento con fluoxetina
revirtid la regulacion a la alta de los receptomss la corteza entorrinal y la
hiperfuncionalidad de la corteza frontoparietalvaleiendo la homeostasis al sistema
en ambas areas y aportando datos sobre la simglitistente en cuanto a disregulacion
serotonérgica que comparten la depresion y el rnatkebulbectomia olfatoria bilateral
en areas corticales (Arango et al., 1995). En lasleos septales, el antidepresivo
revierte la hiperfuncionalidad observada en el ahimbulbectomizado en un
comportamiento similar a lo detectado en la corfeaatoparietal; por el contrario el
antidepresivo indujo una regulacion a la bajaseddnsidad de receptores en el septo
latero-dorsal del animal control. No tenemos urgaieacion clara para este efecto, pero
desde un punto de vista anatomo-funcional el aegdak forma parte del sistema
limbico (emocional) y ha estado siempre muy ligadio diferentes tipos de sensaciones
placenteras. Ademas hay una correlacion entre cthadad neuronal atenuada en esta
area con el comportamiento conductual de tipo degreen animales que muestran un
alto grado de ansiedad (Muigg et al., 2007); adeindag bastantes evidencias
experimentales de que la actividad neuronal eneekoslateral contribuye a la
fisiopatologia de la depresion y al efecto terapéule los antidepresivos (Sheehan et
al., 2003).

El hallazgo de una desensibilizacion funcionalrdekptor 5-HTa delhipocampo
tanto en el animal control como bulbectomizado eeser comentado: es un dato muy
discutido en la literatura, pues a pesar de gueaspliamente aceptado que la mejora
de la transmision serotonérgica es uno de los ipafes mecanismos de accion de los
antidepresivos, los resultados publicados son adictorios. Algunos autores
evidencian la hipersensibilizacién de estos receptocomo nosotros mismos, en
estudios autorradiograficos utilizando la mismawi@osis de fluoxetina (Castro et al.,
2003), y también otros autores en estudios elasibtdgicos (Blier y Montigny, 1994);
esta discrepancia puede ser debida a la distimta de rata utilizada en el presente
trabajo Sprague-Dawleyy en el de Castro et al (2003)victar), de hecho se ha
demostrado que la cepa influye en las accionesuobmales y neuroquimicas que

producen los antidepresivos en roedores (Lahmans.,e1997; Lopez-Ruvalcaba y
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Lucki, 2000; Tejani-Butt et al., 2003). Otros estgddefienden la postura contraria, la
desensibilizacion de estos receptores postsinamticte ademas de presinapticamente
(Dremencov et al.,, 2000; Sayer et al., 1999) trastraamiento cronico con
antidepresivos lo que supuestamente conduciria @ mayor disponibilidad de
serotonina en el medio para acoplarse a otrospmsbtie receptores serotonérgicos
(Mizuta y Segawa, 1988; Yildiz et al., 2001; Nauddral., 2002).

En el hipotalamo encontramos una desensibilizacsignificativa de los
receptores 5-Hiy postsinapticos, que mantienen su densidad, earimsales control
tratados con fluoxetina, un dato concordante coftdaatura y con la idea de una
desensibilizacion de los receptores 5:Klpostsinapticos en varias areas del sistema
nervioso central tras la administracion crénica emtidepresivos (Li et al., 1996;

Dremencov et al., 2000).

En la amigdala observamos una clara desensibiizadel receptor 5-Hi
significativa tanto en el animal control como buitsenizado; este dato, que va en
paralelo a lo encontrado en hipocampo, sobre todel animal bulbectomizado es de
enorme relevancia, al igual que describiamos @aexpresion del 5-HTT, puesto que
desde la amigdala (a donde llegan aferencias debildsos olfatorios) salen
proyecciones a muchas areas en la que hemos desaritbios adaptativos en el
receptor 5-HTa como la corteza frontoparietal y de aqui a hipotélay otras regiones
limbicos asi como al tronco cerebral, representanmi®istema clave que puede ser
influenciado y modulado por estimulos externosug iega un papel fundamental en
la respuesta conductual del animal al ambientesaaer Wrynn et al. (2000) han
demostrado que los cambios neurodegenerativotattagbectomia tienen su reflejo en
este nucleo que muestra una intensa inmunoreaadivihra serotonina junto a un
aumento en la inmunoreactividad para los genexpesiéon tardia Jun que modulan
los procesos de supervivencia y plasticidad nelir@mael raton bulbectomizado, los
antidepresivos parecen revertir los procesos negesterativos presentes en los

nucleos basolaterales de la amigdala (Jarosik, &04l7).
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Podemos concluir, como colofon, que el animal kuttimizados presenta una
serie de cambios adaptativos en la densidad y doatidad receptor 5-HE que
reflejan claramente la disfuncidon serotonérgica caracteriza a este modelo animal de
depresion, en algunos casos similares a los oltkesvan enfermos deprimidos. El
tratamiento cronico con fluoxetina ejerce, en galnam efecto “normalizador” en la
sefalizacion serotonérgica mediada a través deprec5-HTa, consecuencia de su
efecto modulador del tono serotonérgico endogerms tambios adaptativos en el
receptor 5-HT, tras la bulbectomia olfatoria y el hecho de quenkaoria de esos
cambios sean revertidos tras el tratamiento crén@o fluoxetina apoyan la validez

constructiva y confirman la validez predictiva déeemodelo animal de depresion.

2.3. Receptor 5-HTp

La bulbectomia olfatoria bilateral en la rata mmlujo, en general, cambios
relevantes en la sefalizacion serotonérgica (dadsydo funcionalidad) mediada a
través del receptor 5-Hd salvo en dos é&reas en las que se detectd una
hiperfuncionalidad real y significativa, el ndacleel rafe magnus y el hipotalamo
ventromedial (incrementos del 50% en la estimulacién de la fijacion especifiea d
[**S]GTRS inducida por el agonista selectivo de receptbre g0 GTI) y que fue
revertida por fluoxetina. En el resto de areaslrates solo se observan tendencias al
cambio, asi en la corteza frontoparietal del anibudtbectomizado hay una tendencia a
la hipofuncionalidad (que desaparece con fluoxgtiefiejada como una reduccion en
la fijacién especifica*fS]GTR/S estimulada por GTI pero en ausencia de cambios

proporcionales en la densidad.

Tras el tratamiento cronico con fluoxetina no seeoaron modificaciones en la
densidad del receptor 5-hEl en el cerebro del animal bulbectomizado, pero el
tratamiento con el antidepresivo indujo cambiogréificiales en su funcionalidad de
una forma region-dependiente. A nivel encefalieoplBservaron cambios en estructuras
limbicas bien hacia una mayor sefalizacion o furalidad del receptor 5-Hg en el

septo lateroventral y en las éareas @M\, del hipocampo, o bien hacia una
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“normalizacion” de la hiperfuncionalidad que se iaabletectado en el hipotalamo
ventromedial tras la bulbectomia. En cambio a ndall tronco cerebral del animal
bulbectomizado, los resultados demuestran claramantfecto desensibilizador de la
fluoxetina sobre el receptor 5-kEl sin cambios en la densidad, en todos los nucleos
estudiados con reducciones significativas con rtepe los valores observados en el
grupo de animales control no tratados.

En el animal control, la fluoxetina produjo tambiéambios diferenciales segun
las &reas analizadas: a nivel de los nucleos dintef&ge observd una tendencia a la
reduccion en el nimero de receptores 5g¢¢h areas limbicas (significativa en el septo
latero-dorsal y en el hipotalamo dorsomedial) y eiertas éareas corticales
(frontoparietal) pero sin afectarse de manera fsogiiva la funcionalidad; por el
contrario, en el tronco del encéfalo detectamos uh@sensibilizacion o
hipofuncionalidad del receptor 5-kila nivel del la sustancia gris periacueductal (29%
de reduccién en la estimulacién de la fijacion efffma de f°S]GTR/S inducida por
GTI con respecto al animal control no tratado) penwa hipersensibilidad o
hiperfuncionalidad en ciertos nucleos del rafe (iar@ol y magnus), y en ambos casos

sin cambios significativos en la densidad.

Es necesario resefar que, a la hora de interdostatatos sobre cambios en la
densidad y/o funcionalidad de los receptores %sHh un area cerebral en particular, la
técnica autorradiografica aqui empleada no perdaterminar la contribucion relativa
de los autorreceptores y heterorreceptores, auloguerimeros suelen representan un
pequefia fraccion de los sitios de fijacidén de &mialigandos selectivos (Boschert et al.,
1994); seria muy tentador especular que los camdgps observados se debiesen
primordialmente a consta de adaptaciones en laapidiol de los heterorreceptores 5-

HT1g, aunque evidentemente se necesitaria la confitmasiperimental.

Este es el primer trabajo donde se analizan deafoconjunta los cambios
adaptativos en la densidad y/funcionalidad delptxres-HT,5 en este modelo animal
de depresion crénica y su modulacion por fluoxefirsanpoco hay trabajos en donde se
hayan evaluado los posibles efectos conductualesfadmacos agonistas y/o
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antagonistas del receptor 5-HBobre el sindrome de bulbectomia olfatomo se
apunté en la introduccién, los receptores HH$e encuentran localizados a nivel
presinaptico en el terminal axénico de las neurosasotonérgicas controlando
inhibitoriamente la liberacion de la propia seratan(autorreceptores 5-Hg), pero
también se localizan a nivel postsinaptico funamttacomo heterorreceptores 5-dT
en neuronas no serotonérgicas donde actuarianienti la liberacion de otros
neurotransmisores, de manera que tal y como evaterstudios preclinicos y clinicos,
estarian modulando fendmenos como la repuesta gibdelad al estrés, los
mecanismos de recompensa, la ansiedad, la agasiyiédl animo (Clark y Neumaier,
2001). Aunque, como ya hemos comentado, no haydiestuen el animal
bulbectomizado sobre el receptor 54HTsi hay estudios con modelos animales
genéticos (knockout de 5-Hd) en los que se demuestra la participacion de los
receptores 5-Hig en la reactividad al estrés y en las accionesogeahtidepresivos
(Gingrich y Hen, 2001); ademas, estudios farmadob®y confirman las acciones
conductuales diferenciales de agonistas y antagsnidel receptor 5-HE en test
preclinicos predictivos de actividad ansioliticaagtidepresiva (Tatarczynska et al.,
2004).

Nuestros resultados sobre los cambios adaptattebseceptor 5-Hiz en el
animal bulbectomizado, definidos por la ausenciacdmbios en su densidad no
concuerdan con los obtenidos en otros modelos &snae depresion: en la literatura
hay estudios que demuestran la implicacion delptece5-HT;g en la respuesta
adaptativa a situaciones estresantes/novedosas &smel caso del modelo de
indefension aprendida (Edwards et al, 1991, 19928) modelo genético de las ratas
sensiblesFlinders (Hasegawa et al., 2006). Asi, se ha descrito uneato en la
densidad del receptor 5-kien la corteza, el hipocampo y el septo, pero edaacion
en el hipotalamo (Edwards et al., 1991 y 1992) unaaumento en la expresion de su
ARNmM a nivel del nucleo dorsal del rafe (Neumaieale 1997), todo ello asociado a
un déficit en la liberacién de serotonina a nivelaks areas corticales (Petty et al., 1992)
tras la exposicién aguda al estrés en el paraddgna indefensién aprendida. En el
modelo genético de depresion de la rata senbibiders también se ha observado un
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aumento de la densidad del receptor 54HEn numerosas areas cerebrales en
comparacion con los animales contralave (Hasegawa et al., 2006).

Estas diferencias con nuestros resultados podiéaerse a cuestiones de tipo
metodolégico: el marcaje del receptor 55Ee lleva a cabo corfi]-GTI (agonista)
en el trabajo de Edwards et al, (1991,1992) y cihi-3HT (en presencia de
antagonistas 5-H}k y 5-HT,) en el trabajo de Hasegawa et al. (2006), misrdree
nosotros hemos utilizado la forma radiactiva ddhgonista GR125,743 que marca
receptores tanto acoplados como no acoplados, eseddia de los radioligandos
agonistas que solo se fijan a los receptores foates (acoplados). Sin embargo, es
mas probable que esta discrepancia sea debida amémanismos adaptativos
desarrollados sobre el sistema serotonérgico @ata modelo animal de depresion en
concreto. De hecho, se han descrito diferencia® entestro modelo de bulbectomia
olfatoria y el de las rataBlinders sensibles con relacién a varios marcadores de la
funcién serotonérgica como son el contenido tisd&ab-HT (Lumia et al., 1992; Van
der Stelt et al., 2005) y la sintesis regional ddT5(Watanabe et al., 2003 y 2006;
Hasegawa 2006) que podrian explicar esas diferereida regulacion o los cambios
adaptativos a nivel de los receptores 541al igual que ocurria con el receptor 54/ T
y que ya hemos comentado anteriormente. Ademade @ggpunto de vista conductual,
el sindrome de bulbectomia olfatoria supone un ioode depresion agitada o
depresion con ansiedad comoérbida e hiperactivi8add y Leonard, 2005; Wang et al.,
2007; Roche et al., 2008), mientras que, por ejemgl de ratag-linders ha sido
propuesto como modelo de depresién con retardomsior, un tipo de depresion
también descrito en humanos (Lapierre y Butter0198ambién, en el propio modelo
de indefension aprendida se encuentran cambioseddles en la densidad del
receptor 5-HTg al subdividir los animales en resistentes y séesibl estrés (Neumaier
et al, 2002), lo que apoyaria la idea de cambieptativos dependientes del fenotipo

conductual del animal objeto de estudio.
En nuestro modelo de bulbectomia olfatoria, noeplsnos cambios en

significativos en la densidad del receptor 5:kipero si en la funcionalidad, aunque

encontramos hiperfuncionalidad solamente en un dnedica, el hipotdlamo
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ventromedial, que ademas se revierte con fluoxelbeahecho, en general, la tendencia
en el animal bulbectomizado seria méas bien a lafimgionalidad del receptor 5-
HBT.s, como es el caso de la corteza frontoparietaldeose observa una cierta
hipofuncionalidad que podria llevar a una desirdndoi de la liberacion de glutamato
debido a la desensibilizacibn de los heterorreceptdb-HTEg en las neuronas
glutamatérgicas; este incremento en la liberaciénghlitamato en respuesta a un
ambiente novedoso podria contribuir a la hiperakditad de la amigdala en la rata
bulbectomizada, que es uno de los motivos por & gstas ratas muestran su

hiperactividad tipica en el test del campo abiéwng y Leonard, 2005).

En cuanto a lo descrito en la literatura, alguao®res han postulado que los
receptores 5-H estarian supersensibilizados en condiciones patal® como la
depresion, la ansiedad y el trastorno obsesivo-atsivo (Moret y Briley, 2000), pero
también se ha propuesto, en base a otras evideexfsimentales, que la menor
actividad de los heterorreceptores 5:klfpodria incrementar las conducta impulsivas y
de agitacion psicomotriz (Clark y Neumaier 2001 &te mismo contexto, se ha
descrito una menor expresion cerebral de la pldtdjma que interactda con el receptor
5-HT:g permitiendo su expresiéon y, sobre todo, su furaidad en la membrana
sinaptica) en modelos animales de depresion y esstras de pacientes deprimidos
(Ruf y Bhagwagar, 2009); ademas, los animales knagsara p11 exhiben un fenotipo
depresivo, muestran una menor respuesta a agobistdgs y una menor respuesta a
los efectos conductuales de los antidepresivosgboontrario, los antidepresivos y la
terapia electroconvulsiva aumentan la expresioestie proteina p11 (Svenningsson et
al., 2006).

Cuando nos fijamos en el tronco cerebral, a nigel rafe magnus encontramos
cambios significativos en forma de una hiperfunalmad del receptor 5-HE
(aumento en la fijacion especifica d&JGTR/S inducida por el agonista selectivo de
receptores 5-Higp GTI del +53% con respecto al grupo control) queasecia a un
cierto aumento en la densidad de receptores (+1&hque no significativo
estadisticamente. Los receptores 5gHmodulan la actividad serotonérgica del rafe

magnus por su localizacion tanto en los terminakm®tonérgicos (autorreceptores)
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procedentes de la sustancia gris periacueductattéflest al., 2000) como en los
terminales glutamatérgicos (heterorreceptores)liggan hasta estos nucleos caudales
del rafe (Li y Bayliss, 1998). En nuestro animallbegetomizado, modelo de
disregulacion serotonérgica, podriamos especulae d@ existencia de una
hiperfuncionalidad de los autorreceptores 5gifirovocaria una menor disponibilidad
sinptica de 5-HT; la hiperfuncionalidad a nivelldg heterorreceptores de terminales
glutamatérgicos, a su vez, una menor disponibildaglutamato. Estos cambios en el
receptor 5-HTg tras la bulbectomia (hiperfuncionalidad) junto a i@ mencionados
para el 5-HTT vy el receptor 5-HA, podrian contribuir a explicar esa alteracion &n |
sensibilidad dolorosa que observamos tras la btdbda olfatoria en la rata

(Rodriguez-Gaztelumendi et al., 2005 a).

Tras el tratamiento cronico con fluoxetina obserea cambios diferenciales entre
los animales control y los bulbectomizados asi cdiferencias regionales (tronco del
cerebro vs. areas encefalicas) en la expresiongidnalidad del receptor 5-Hd. En el
animal bulbectomizado, muchos de los cambios sogifos observados en la
funcionalidad son revertidos por el antidepresive. (hipotalamo ventromedial, rafe
magnus). Lo mismo cabria comentar para esa teraedanai hipofuncionalidad en areas
corticales: la fluoxetina parece restablecer emaifmalidad. De ser asi, la actividad de
los heterorreceptores 5-hil se reflejaria en una inhibicion de la liberacién de
glutamato, que dejaria de hiperexcitar a la amégdi la rata bulbectomizada,
contribuyendo a la aparicion del efecto terapéutieneficioso que se observa en el test
del campo abierto tras la administraciéon crénicéutexetina.

Sin embargo, a nivel de las capas €%, del hipocampo y del septo
lateroventral la fluoxetina indujo hipersensibilid@unque no tenemos una explicacion
plausible para este efecto sobre estas areas éisyls importante recordar el papel de
la transmision colinérgica en el control de la edad: la activacion de los
heterorreceptores 5-Hg en hipocampo inhibe la liberacién de acetilcolnia fuente
primaria de “inputs” colinérgicos al hipocampo ésepto (Colgin et al., 2003). Se ha
demostrado que la acetilcolina puede regular @ldesansioso en el test del laberinto

elevado (File et al., 1998), y por tanto los camlea los heterorreceptores 5-1g el
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animal bulbectomizado podrian estar relacionadasestos procesos; asi, la fluoxetina
modularia esta sefializacion, lo que podria reflejan los efectos conductuales que se
valoran en otros paradigmas experimentales desceiola literatura para el animal
bulbectomizado (laberinto en cruz, laberinto acedstc...) (Song y Leonard, 2005;
Wang et al., 2007; Roche et al., 2008).

En el hipotalamo, el antidepresivo reduce la dakukidel receptor en el animal
control y la funcionalidad en el animal bulbectoadia (hipotdlamo ventromedial) lo
gue concuerda, en cierto modo, con la regulacifm lzaja de los receptores 5-HT
descrita en el hipotalamo anterior tras el tratatoieronico con antidepresivos como

desipramina y paroxetina (Sayer et al., 1999).

En el tronco cerebral del animal bulbectomizadoegcoatramos una clara y
significativa desensibilizacion del receptor 54gTen los nucleos del rafe dorsal y
mediano. Aunque el receptor 5-HTes el fundamental en el control de la actividad
neuronal del rafe dorsal y rafe mediano, hay ewi@sn experimentales de la
contribucién funcional del autorreceptor 54dTde estos nucleos en determinadas
circunstancias, como lo demuestran Evrard et 809)Len los ratones knockout para el
receptor 5-HTg 0 los estudios del grupo de Stamford (Davidsontam$ord, 2000).
Tras la administracion cronica de paroxetina, éndéss que miden liberacion de 5-HT
en rodajas de rafe dorsal de rata se observa wemsibilizacion del autorreceptor 5-
HT.s cuando el control por parte del autorreceptor 5.Hjueda anulado (Davidson y
Stamford, 2000). Sin embargo, Bosker et al. (1926) descrito que uvoxamina no
desensibiliza el receptor 5-hil del rafe mediano. Nuestros resultados apoyarian la
desensibilizacion del receptor 5-kkTen los nucleos del rafe dorsal y mediano tras la
administracion cronica de fluoxetina, sugiriend@ @stos cambios funcionales puedan
contribuir a las acciones beneficiosas del antek#po sobre la conducta del animal

bulbectomizado.
A nivel de rafe magnus, en nuestro modelo anie@tontramos que la

hiperfuncionalidad es revertida por fluoxetina. ¥@mos comentado como los auto y

heterorreceptores 5-Hd del rafe magnus modularian su actividad serotoc&rgi
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(Hentall et al., 2000; Li y Bayliss, 1998). Estaofmalizacién” en la funcionalidad del
receptor 5-HTg (probablemente a nivel de los autorreceptores) el animal
bulbectomizado (modelo de disregulacion serotonajginducida por fluoxetina,
equilibraria los niveles tisulares/sinapticos del'bk que podria ayudar a explicar la
“normalizacion” de la sensibilidad dolorosa en est®delo animal tras la
administracion cronica del antidepresivo (RodrigGaztelumendi et al., 2005b). Sin
embargo, un hallazgo paradojico es que la fluogetndnica desensibilizo el receptor 5-
HT,g del rafe magnus en el animal bulbectomizado pesdypo hipersensibilidad en el
rafe magnus y en el rafe mediano del animal canfoimo hemos comentado, también
hay heterorreceptores 5-kElen terminales glutamatérgicos que actian inhiloidad
sinapsis excitatorias en los nacleos caudalesafel (i y Bayliss, 1998) y. por otro
lado, hay evidencias de la participacion del glatemen esta via descendente del dolor
y en las acciones de los opioides (Van Praag yki-i90). Aungue seria necesaria su
comprobacion experimental, podriamos especular lguBipersensibilidad de estos
receptores 5-Hjg produce una menor actividad excitatoria que couitria al efecto
analgésico que la fluoxetina, administrada de foomica, induce en los animales

control (Rodriguez-Gaztelumendi et al., 2005b).

En este mismo contexto de modulacién nociceptiahrib que interpretar la
desensibilizacion significativa del receptor 5-igTobservada en la sustancia gris
periacueductal tras el tratamiento crénico conxXaéiima, tanto en el animal control
como en el bulbectomizado, teniendo en cuentalévaecia funcional de esta area

sobre el control descendente del dolor (Beitz, 188#anton et al., 2008).

El tratamiento cronico con fluoxetina en el aningantrol redujo de forma
significativa la densidad del receptor 54dTen el septo y en el hipotalamo; la
tendencia a la regulacion a la baja inducida paangidepresivo también se ve en la
mayoria de la areas encefalicas estudiadas (rexhescde 15-35%) con disminuciones
paralelas pero menos acusadas en la funcionalgiagl,en ninguno de los casos
resultaron significativas. En la literatura podenssgontrar estudios con resultados
variados sobre la modulacién de este receptor dégeao de la técnica, del parametro

analizado (densidad o funcion) y del area ceredmmalizada. Se han descrito tanto una
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regulacion a la baja (Johanning et al., 1992) cama ausencia de cambios en la
densidad del receptor 5-hel (Montero et al., 1991) tras el tratamiento crondam
ISRS. Por otra parte, estudios funcionales sobrecogitrol inhibitorio que los
autorreceptores 5-HE ejercen sobre liberacion de 5-HT y el efecto de los
antidepresivos arrojan resultados variables: ddsiénacion para algunos (Mongeau et
al., 1997) pero ausencia de efectos para otrosrfaak y Horth, 1995; Gobbi et al.,
1997). Lo mismo ocurre con los estudios “in vitrbdbiéndose encontrado una
regulacion a baja de los autorreceptores en echippo (Blier y Bouchard, 1994) y el
hipotalamo (Moret y Briley, 1990; Blier y BouchattB94) pero no en la corteza frontal
(Blier y Bouchard, 1994) de los animales tratadws @talopram o paroxetina.

El grupo de Le Poul et al. (2000) ha analizado bi@m por técnicas
autorradiogréficas los posibles cambios en la dewisilel receptor 5-HE en el cerebro
de rata tras el tratamiento crénico (2-3 semanas)flcoxetina a dosis similares a las
empleadas en nuestro estudio (8 mg/kg/dia, vix i encontraron cambios en
ninguna de las regiones estudiadas (sustancia,ngigtzo palido, estriado, coliculo
superior y subiculum) aunque si se observaron atoaam la expresion del ARNm del
receptor en la corteza y el estriado. Sin embargastudiaron areas corticales ni areas
limbicas como el hipotdlamo y el septo, en dondsottos encontramos reducciones
significativas en la densidad del receptor. Otiteyehcias a tener en cuenta son de tipo
metodolégico como el uso del agonista GTI marcadiactivamente que emplean en
su estudio (en nuestro caso el antagonista GR12b,84la administracién del
antidepresivo por via i.p. (minibomba subcutanea neestro estudio). Tampoco
observaron cambios en la expresion del ARNm dekpt®r 5-HTg a nivel del rafe lo
que apoyaria el hallazgo de ausencia de cambidsseautorreceptores 5-Hg en
terminales serotonérgicos. Sin embargo, otros asitsirhan demostrado reducciones de
la expresion del ARNm en el rafe dorsal tras ghtréento de paroxetina o fluoxetina
cronica pero sin observar cambios en el ARNm detpwr 5-HTg en neuronas no
serotonérgicas (heterorreceptores) del hipocanapooiteza y el estriado (Neumaier et
al., 1996).
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Podemos concluir que en el animal bulbectomizatnsse aprecian cambios
relevantes en la densidad y funcionalidad del tecep-HTis. Sin embargo, el
tratamiento crénico con fluoxetina induce en estel@o animal de depresion cambios
diferenciales en la funcionalidad del receptor dea dorma region-dependiente:
hipersensibilidad y “normalizacion” de la funcioidald en ciertas &reas limbicas (septo,
hipocampo, hipotdlamo) y un claro efecto desens#ubr en nudcleos del tronco
cerebral. Podriamos postular que aunque la buliméatolfatoria no produce cambios
significativos en el receptor 5-Hd, si parece haber una modulacion de su
funcionalidad por el antidepresivo que podria dboir a los efectos conductuales

observados en este modelo animal tras su admui@trarénica.

2.4. Receptor 5-Hba

Tras la bulbectomia olfatoria bilateral en la ra@to en ausencia como en
presencia del tratamiento con fluoxetina, se olasesobre todo cambios en la densidad
mas que en la funcionalidad del receptor 5448 diferencia de lo descrito para los
receptores 5-Hila y 5-HTig). Ello puede deberse a la dificultad técnica palarar el
grado de acoplamiento funcional de los receptoréfl ;4 mediante la técnica de
fijacion especifica de’JS|GTR/S.

En el animal bulbectomizado apreciamos un patrteraticial dependiendo de las
areas cerebrales estudiadas: una regulacion dalebastante marcada en la corteza
frontoparietal interna y un poco mas moderada eraetiado-putamen; en cambio, se
aprecian disminuciones significativas en la derntsidal receptor 5-HJy en areas
diencefalicas (hipotdlamo) y del tronco cerebrafgrmagnus). Es importante resaltar
que el tratamiento cronico con fluoxetina reviesa regulacion a la alta detectada en
areas corticales del animal bulbectomizado auncuemndifica la densidad en el
hipotalamo y rafe magnus. Ademas, se aprecia @t diipersensibilidad del receptor
5-HT,a en la corteza cingular del animal bulbectomizadtragado con fluoxetina,

también presente en el animal control tras elrrggato con el antidepresivo.
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También observamos una hipersensibilidad a nivdl gleo dentado del
hipocampo en los animales control tras el tratatoiemon fluoxetina. Ademas, el
antidepresivo induce en el animal control una ra&gjah a la baja, y significativa, de la
densidad del receptor 5-BlJen el rafe mediano y rafe dorsal asi como en eltaigmo

ventromedial.

En la literatura hay varios estudios que han aadtizos cambios adaptativos en
la densidad del receptor 5-bhlen animales de experimentacion, inclusive el nwdel
animal de depresion de bulbectomia olfatoria, nrediastudios con radioligandos bien
en membranas o0 en secciones. Uno de los hallazgsgetevantes de nuestro estudio
es la significativa regulacion a la alta que seeol@sen la corteza frontoparietal en este
modelo animal de depresion, dato concordante cohdtlazgos en la corteza frontal de
pacientes deprimidos suicidas (Stanley y Mann 198%ngo et al., 1990). Esta
regulacion a la alta se observa también en el cedpatamen de la rata
bulbectomizada. Ademas, en ambas areas, esta ¢eEgulae revierte total (en la
corteza) o parcialmente (caudado-putamen) despeda ddministracion cronica de
fluoxetina, de acuerdo también con los resultadddsrmdos por otros autores, utilizando
animales de experimentacion “normaleshaive y con distintos antidepresivos como
desipramina (Peroutka y Snyder, 1980; Eison etl8P1), imipramina (Watanabe et
al., 2003), venlafaxina (McGrath y Norman, 1998)taynbién fluoxetina (Stolz y
Marsden., 1981; Wamsley et al., 1987).

Estos cambios adaptativos tras la bulbectomiarg\arsion por antidepresivos en
este modelo animal también han sido referidos parscautores, principalmente en
estudios de fijacion de radioligandos a membraBada rata bulbectomizada, McGrath
y Norman (1998) han observado una fuerte tendesiceaumento en la densidad del
receptor 5-HJa en areas corticales, que revirtid tras la admegin crénica de
venlafaxina. Igualmente, el antidepresivo desipnamedujo la densidad del receptor 5-
HT2a en la corteza, pero no en el hipocampo, de labatzectomizada (Mudunkotuwa
y Horton, 1996). También en el raton bulbectomizegldna detectado un aumento de la
densidad en la corteza frontal (Gurevich et al93)9Sin embargo, Slotkin et al. (2005)

encuentran cambios dependiendo de la edad dealdu#tiectomizada, mostrando las
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ratas jovenes una ligera reduccion a nivel corppeab ausencia de cambios en las ratas
adultas que si exhibieron una marcada reduccida dansidad del receptor a nivel del

estriado.

En lo que respecta a estudios funcionales, se mosteado un aumento
significativo en la funcionalidad del receptor arrdta bulbectomizada en un sindrome
comportamental tipicamente asociado al receptorTh;Hla generacion de “head
twitches” inducida por el agonista 5-bhTDOI, lo que indicaria una supersensibilidad
del receptor y apoyaria la existencia de ese aunenta sefializacion a través de este
receptor (Nakagawasai 2003); ademas, se ha derhoséraeduccion en la sensibilidad
de los receptores 5-HA en este paradigma experimental tras la administmade
varios antidepresivos como la fluoxetina, la séraay el citalopram (Maj y Moryl,
1993). Por el contrario, otros autores han desstifersensibilidad del receptor 5-HAT
tras la administracion crénica de ISRS en otross funcionales (aumento en la
expresion de-fosinducida por DOI o de la hidrdlisis de fosfatidibsitol inducida por
5-HT) (Cadogan et al., 1993).

En cuanto a la relevancia funcional de esta regiag la alta que vemos en la
corteza del animal bulbectomizado, es importanterdar que los receptores 5-HT
corticales se encuentran localizados postsinapéntgen en neuronas piramidales
glutamatérgicas, estimulando la liberacion de ghaii®. Hemos descrito anteriormente
una regulacién a la baja del heterorreceptor faHiTnivel cortical, también presente en
neuronas glutamatérgicas, en el cerebro del animdtbectomizado, Asi pues,
encontramos una disminucion en la densidad de t@esp con respuesta final
inhibitoria (5-HTig) ¥y un aumento en la densidad de receptores cquest final
excitatoria (5-H%a), ambos cambios produciendo el mismo efecto emsasturonas,
aumentando la liberaciéon de glutamato, lo que podi$tar relacionado con la
hiperexcitabilidad de la amigdala propia de la fatbectomizada que se traduciria
conductualmente como esa hiperactividad tipicd &stdel campo abierto. Podriamos
postular que el efecto positivo de la fluoxetina esta alteracion conductual
postbulbectomia seria reflejo de una “normalizdcidwlucida por el antidepresivo
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sobre la expresién/funcion de ambos subtipos depteres y por lo tanto sobre la
sefalizacion serotonérgica del circuito cortico-gaalar.

En el hipocampo del animal bulbectomizado no olsapos cambios
significativos aunque hay una tendencia al incrémejue no parece persistir tras el
tratamiento con fluoxetina. Aunque no hay datosresobl receptor 5-HJy del
hipocampo en las ratas bulbectomizadas y en lasrmias deprimidos, esta tendencia es
paralela a lo que hemos observado en la cortezazuBlguier manera, la ausencia de
significacion se corresponde con otros estudiosreflejan ausencia de cambios tras la
administracion de antidepresivos (Peroutka y Snyi#80; Fuxe et al., 1983).

A nivel del hipotalamo encontramos un descensaeatehsidad de receptores 5-
HT,a en las ratas bulbectomizadas asi como en lasaatdéi®l tratadas con fluoxetina.
En el hipotalamo, los receptores 544Todulan la liberacion de la hormona liberadora
de corticotropinas (Calogero et al., 1989); enala bulbectomizada se ha demostrado
una clara disfuncion en el eje HPA con alteraciareta liberacién de neuropéptidos y
de otros neurotransmisores hipotalamicos lo queigodontribuir a las alteraciones
conductuales en la respuesta al estrés y en el atanpento sexual de la rata
bulbectomizada (Song y Leonard, 2005); ademasa skeimostrado que la activacion de
receptores 5-Hja, mediante el agonista DOI, tienen un papel proteftente a
disfunciones en el comportamiento sexual (Maswaodl.e 1996). Asi pues, parece
evidente que los cambios en la densidad del rec&gitl,A en el hipotdlamo podrian
relacionarse con esas alteraciones en la respalessirés y en la conducta sexual. En
cuanto a la reduccion en la densidad del receptdifa inducida por fluoxetina en
ratas control no tenemos una explicacion plausdil@gue podria relacionarse con los
efectos adversos sobre la libido y el funcionanoiesatxual que aparecen, en clinica, tras
el tratamiento cronico con antidepresivos. De auialgmanera es una adaptacion
receptorial, que como ya hemos comentado anteridenese observa en muchos

estudios como consecuencia de la administraciarica@e antidepresivos.

Un dato discordante con ese efecto desensibilizddota fluoxetina sobre el

receptor 5-H3a, lo constituye el resultado obtenido en la cortermular y en el
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hipocampo; efectivamente, si nos fijamos en el mpatéo funcionalidad (fijacion
especifica de FS]JGTR/S inducida por la agonista TCB-2) vemos aumentos
significativos en la corteza cingular de los angsairatados con fluoxetina tanto los
animales control como los bulbectomizados, asi c@moel giro dentado de los
animales control tratados con fluoxetina. Estos enios en la funcionalidad van
asociados a aumentos proporcionales en la dengmdéid funcionalidad/densidad
cercana a 1), lo que apoyaria algunos estudiosadkteratura que refieren una
regulacion a la alta en la expresion del recepidii s tras la administracion crénica de
antidepresivos (Dumbrille-Ross y Tang, 1983; Wagnge al., 1987; Hrdina y Vu,
1993).

Los resultados obtenidos a nivel del tronco caletanto en los animales control
como los bulbectomizados merecen un comentarideagaetectamos una reduccion en
la densidad del receptor 5-bhTen el rafe magnus del animal bulbectomizado quseno
revierte tras el tratamiento con fluoxetina, sin@e ges incluso potenciada por el
antidepresivo. Por otra parte, el tratamiento danadepresivo induce una regulacion
a la baja en dos nucleos caudales del rafe en iglahrtontrol (rafes mediano y
magnus). Ya hemos comentado como desde el punistdeanatomo-funcional, el rafe
magnus es un centro clave en la regulacion desotndel dolor por ser origen de vias
descendentes serotonérgicas de tipo inhibitoriedigr y Proudfit, 1986; Bowker y
Abbot, 1990) y que ademas su actividad esta reguad la serotonina a través de los
distintos tipos de receptores aqui presentes byHI-HT, (Pazos et al., 1985; Pazos y
Palacios, 1985; Pompeiano et al., 1992; Li y Bsyll1998. Ademas, se ha demostrado
la modulacion de la analgesia opioide por farmaselectivos del receptor 5-HT
inyectados localmente en el rafe magnus (Kiefal.etL992). Aunque serian necesarios
estudios complementarios, podemos especular quat&aciones en la densidad del
receptor 5-H}a en el rafe magnus que observamos en nuestros asimpaldrian
contribuir a los cambios en la sensibilidad dolaroslucidos por la bulbectomia y al
efecto antinociceptivo de la fluoxetina en el ardiomntrol (Rodriguez-Gaztelumendi et
al., 2005b). En cuanto a la regulacién a la bajeelendcleo del rafe mediano que
observamos en el animal control y que no aparea animal bulbectomizado, lo que

no sorprende por haberse también visto difereraiada regulacion de otros receptores
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(i.,e. 5-HTig), no tenemos una explicacion clara para ella, aengodria estar
relacionado con el control 0 modulacion de la neiddn que vemos en el animal

control tras el tratamiento cronico con el antiéspro (Nayebi y Charkhpour, 2006).

Se podria concluir postulando que la regulaciora alta en varias regiones
telencefélicas (producidas probablemente como nsoan compensatorio ante el
deéficit de transmision serotonérgica) coincide clms hallazgos en pacientes
deprimidos, y que el tratamiento crénico con flumeerevierte dichas alteraciones, por
lo que los datos obtenidos aportan mas solidez ligeza constructiva/predictiva al
modelo de bulbectomia olfatoria como modelo aniteatiepresion.

3. Cambios adaptativos en el sistema endocannabidei(receptor CB)
inducidos por la bulbectomia olfatoria bilateral enla rata y efecto de la

administracion cronica de fluoxetina

Este es el primer estudio que analiza de formajunta la densidad y
funcionalidad del receptor GBen el modelo animal de bulbectomia olfatoria y su
modulacion por el tratamiento cronico con fluoxatirtilizando técnicas radiométricas
bien en secciones o0 en homogeneizado de membrarabrales. Como hemos
comentado en la introduccion, el interés de estugdige sistema de neurotransmision se
debe a la existencia de evidencias en la literamlare cambios en el sistema
endocannabinoide en otros modelos de depresidetmtsicomo es el paradigma de
“estrés cronico moderado impredecible” en roedoressu modulacion por
antidepresivos (Hill et al., 2006a; Bortolato et @D07; Hill et al., 2008); ademas hay
numerosos trabajos que muestran la profunda ifderd® entre el sistema

serotonérgico y el endocannabinoide (ver introdargci

Los resultados de los estudios autorradiograficds yos estudios de fijacion en
membranas de corteza prefrontal demuestran quedlooesn la corteza prefrontal
(Bortolato et al., 2007; Hill et al., 2008), sino practicamente la totalidad de las areas

medidas existe una hiperfuncionalidad del recefBi Efectivamente, en nuestros
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estudios autorradiograficos se observa un aumenta sefializacion endocannabinoide
mediada a través del receptor 0Bnto en ndcleos del tronco cerebral (i.e. susanc
negra y rafe magnus) como en areas del telenc@fatteza, septo e hipocampo) y del
diencéfalo (i.e. hipotalamo). Esta hiperfuncionatid es real (valores de ratio
funcionalidad/densidad incluso delen el septo) y se debe al enorme incremento en la
eficacia de acoplamiento del receptor a la prot€ifaumento en la estimulacion de la
fijacion especifica de’{S]GTP/S por el agonista GBWIN 55212-2, +140%vs.
fijacion basal en el septo laterodorsal) asociadsa tendencia a la reduccion en el
namero de receptores ¢Bentre - 10% a -30% con respecto a los valoregydglo

control), en practicamente todas la areas cerebrale

Otro de los hallazgos relevantes de nuestros estuditorradiograficos es que el
tratamiento crénico con fluoxetina en el animalbegtomizado tiende a producir el
efecto inverso a lo producido por la bulbectomin, wn intento de reducir esa
hipersefalizacion endocannabinoide, bien mediaateetluccion en la eficacia de
acoplamiento del receptor a la proteina G (fundidad) en ciertas areas (significativa
para la corteza entorrimal y el septo laterodorg@)el incremento en la densidad del
receptor CB en otras (de forma significativa en el giro dentgdta amigdala). En
cambio, en el animal control, el tratamiento cronton fluoxetina, a diferencia de lo
que ocurre en el bulbectomizado, no induce cangigrgficativos ni en la densidad ni
en la funcionalidad del receptor excepto en areag concretas (i.e. desensibilizacion

en hipotalamo ventromedial).

Todos estos resultados autorradiograficos tieneoosfirmacion en los ensayos
de fijacion del JH]-CP55940 a receptores € de estimulacién de la fijacion
especifica de’*fS]|GTP/S por el agonista GBWIN 55212-2 en homogeneizados de
corteza prefrontal, que permitieron caracterizarfatena mas detallada los posibles
cambios en la densidad maxima y afinidad del recepB; asi como en la eficacia y
potencia del agonista WIN 55212-2 para estimuldijdaion de f°S]GTH/S. Los datos
obtenidos en ambos tipos de ensayos en membramasesigan, de nuevo, el
incremento en la sefalizacion endocannabinoide aercorteza prefrontal tras la

bulbectomia olfatoria consecuencia de una aumenta éensidad maxima del receptor
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CB; sin cambios en su afinidad y el aumento en sa@fcmaxima de acoplamiento a
la proteina G. Ademas, en estos estudios se obskmamente como el tratamiento
cronico con fluoxetina revierte de forma significat a valores similares a los del
animal control, tanto la densidad como la funcimizal del receptor CBde la corteza
prefrontal en el animal bulbectomizado sin prodebacto alguno en el animal control.
Estos resultados sobre los cambios en la cortefeoptal del animal bulbectomizado
estan en concordancia con los estudios clinicosdgueuestran elevados niveles de
endocannabinoides, receptores GBde su funcionalidad en corteza prefrontal de
suicidas deprimidos (Hungund et al., 2004; Vinddungund, 2006), un area donde los
endocannabinoides parecen regular el animo, lasiégrela impulsividad, y la
capacidad para tomar decisiones, que estan alteeada suicidio (Egerton et al., 2006;
Vinod y Hungund, 2006).

Nuestros datos en el animal bulbectomizado estan,general, en buena
consonancia con los del grupo de Hill en modelamnales de “estrés crénico moderado
impredecible”. Estos autores demuestran un incresrggnificativo tanto en el ARNm
(Bortolato et al., 2007) como en la densidad deépéor CB (Hill et al. 2008) en la
corteza prefrontal de roedores expuestos al paradigel "estrés cronico moderado
impredecible”, otro modelo animal de depresion m@rvalidado. Los resultados de
nuestros estudios en membranas de corteza prdfoomirman este hecho, ademas de
demostrar, por primera vez, un aumento en la fuvadidad, reflejando que el cambio
conlleva una mayor sefalizacion real del sistendo&mnabinoide mediada a través
del receptor CB Sin embargo, en su estudio Hill et al. (2008) hEm describen
reducciones significativas en la densidad del meceB, en membranas de
hipocampo, hipotalamo y estriado ventral asi coma ausencia de cambios en la
amigdala. En nuestro estudio autorradiografico thmbetectamos una tendencia a la
reduccion en la densidad autorradiografica del pteceCB, pero que solo resultd
significativa en el caso del nucleo septal latersalo Las diferencias metodoldgicas
entre ambos estudios (autorradiografféaensayos de fijacion en membranas) podria
explicar que no concuerden totalmente los resudtaglo ciertas areas. Un aspecto
importante a resefiar es que nosotros si hemozadaliuna medida funcional del

receptor CB, a diferencia de Hill et al., (2008), que nos lanptido demostrar la
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hiperfuncionalidad del receptor €®n la mayoria de la areas cerebrales analizadas,
incluso en nucleos donde estos autores detectadoacagiones (hipocampo, hipotalamo,
estriado) o ausencia de cambios (amigdala) enraidkd del receptor GBfuturos
experimentos de este tipo en animales expuesto$esdités cronico moderado
impredecible” permitirian determinar el estado dencfonalidad del sistema

endocannabinoide en este modelo animal de depresion

Uno de los datos mas relevantes de nuestro estsdipie el tratamiento cronico
con fluoxetina revierte esos cambios en la corfgzdrontal y atenta los cambios
observados en la densidad y funcionalidad que Haisiadetectado en el animal
bulbectomizado en otras areas cerebrales medirieas autorradiograficas. Ademas,
nuestros resultados concuerdan con los del grupdildet al., (2008) que demuestran
como la imipramina revierte el incremento en lasigad del receptor GRle la corteza

prefrontal de ratas expuestas al “estrés croniadenamlo impredecible”.

En la literatura existen numerosos estudios sdiaremodulacion de la
neurotransmision de serotonina por endocannabisigiddgceversa, la modulacién del
sistema endocannabinoide mediante la manipulaeidnaicologica de la transmision de
serotonina (ver introduccion). El tratamiento co@ncon fluoxetina reduce la expresion
de genes codificantes (ARNm) para el receptor €B el caudado putamen de rata
(Oliva et al., 2005); el tratamiento cronico cotakdpram induce una reducciéon en la
funcionalidad de este receptor en el hipocampo higbtalamo de rata, dos areas
importantes en el control de la funcidon endocrirsmimica; y la administracion crénica
de desipramina induce un aumento en la densidacedeptor CB en el hipocampo y
en el hipotalamo de rata (Hill et al., 2006a). Adspotro tipo de tratamientos aplicados
en humanos con fines antidepresivos parecen modufastema endocannabinoide: la
terapia electroconvulsiva reduce la densidad ampter CB en la corteza prefrontal y
en el hipocampo de rata, aunque la incrementa amligdala (Hill et al, 2007); vy, la
deprivacion de suefio incrementaria el contenidatisie ligandos endocannabinoides

en el hipocampo de rata (Chen y Bazan 2005).
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Es importante recordar que en los animales bulbeztmlos el tratamiento
cronico con fluoxetina revirtié la hiperactividatgpita del sindrome de bulbectomia
observada en el test del campo abierto. Esta nmawain de la conducta es facilmente
entendible desde el punto de vista de la “normeilirel o los cambios adaptativos que
la fluoxetina induce sobre sus dianas farmacol&gidisectas (5-HTT) e indirectas
(receptores serotonérgicos pre y postsinaptico®) bemos ido describiendo e
interpretando en los apartados anteriores, pensassdificil comprender la vinculacion
con el sistema endocannabinoide, aunque éste dabe @ntribuyendo de alguna
manera a la manifestacion conductual del animabdmibmizado. En este sentido,
experimentos realizados en nuestro laboratorio (igodz-Gaztelumendi et al., 2009)
demuestran que una dosis aguda del agonista caoiti’-tetrahidrocannabinol (5
mg/kg, i.p.) atenda la hiperactividad tipica deinaal bulbectomizado al igual que lo
hace la administracion cronica de fluoxetina, $actar la conducta del animal control.
Sin embargo esa misma dosis no alteraba la condettanimal bulbectomizado una
vez tratado con fluoxetina y revertida la hiperadad postbulbectomia, puesto que el
antidepresivo habria ejercido ya su efecto “normaalor” sobre la sefalizacion via
receptor CB. parece evidente que esta sefializacion, GlBerada del animal
bulbectomizado contribuiria de manera importanta ananifestacion conductual de
hiperactividad. En base a todos estos datos, podsia&specular que los cambios en la
sefalizacion via receptor GBaparecerian, al menos en ciertas areas (i.e.zeorte
cerebral), como mecanismo compensatorio de lasraeitmes conductuales y
neuroquimicas inducidas en el sistema serotonérgaola bulbectomia; una vez
corregida la disregulacion serotonérgica propiaaté@hal bulbectomizado, los cambios
en el sistema endocannabinoide (receptof) @8 no serian necesarios. Es evidente que
con nuestra aproximacion experimental no podemormdear el mecanismo
molecular por el que una elevada concentracién edeptores CBy con mayor
funcionalidad es revertida por el tratamiento ardnion fluoxetina. En este sentido,
Devlin y Christopoulos (2002) mostraron que la germa reduce la unién de los
agonistas cannabinoides HU210 y WIN 55212-2 en manas cerebrales de rata,
fendmeno en el que parecen intervenir los receptotidT,A; estos datos, que sugieren
una modulacidn reciproca entre los receptores@®aiicos y cannabinoides y podrian

ayudar a explicar los efectos de la fluoxetina ic@men la densidad de receptores; CB
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sobre todo en areas cerebrales en las que tami@érosh detectado cambios
significativos en la densidad/funcionalidad de ptores serotonérgicos (i.e. regulacion
a la alta en la densidad del receptor 5tTen corteza frontoparietal; i.e.

hiperfuncionalidad del receptor 5-Jen este mismo area).

En relacioén a la relevancia farmacoldgica de massesultados sobre la densidad
y/o funcionalidad del receptor GBen este modelo animal de depresion, es dificlil
aventurar cudl seria la manipulacion farmacolddalssistema endocannabinoide con la
finalidad de obtener un efecto terapéutico sobsentanifestaciones depresivas y/o
ansiosas. De hecho, todavia es materia de debak tsitamiento deberia ser con
agonistas o antagonistas o agonistas inversosdeptor CB. De acuerdo a nuestros
estudios con el cannabinoide-tetrahidrocannabinol en el animal bulbectomizado
(Rodriguez-Gaztelumendi et al., 2009), parece aamla activacion/potenciaciéon de la
sefalizacion via receptor ¢Besultaria beneficiosa (Hill et a., 2009). En éinon
nuestros resultados, la estimulacion del sistemdoemnabinoide con agonistas
produjo efectos antidepresivos y ansioliticos erata (Berrendero y Maldonado 2002;
Gobbi et al., 2005; Bambico et al. 2007), efecte garece estar vinculado, al igual que
para los antidepresivos serotonérgicos, a un inemémren los procesos de neurogénesis
hipocampal (Jiang et al. 2005). También se ha dEadsque los ratones knockout del
receptor CBexhiben conductas de tipo ansioso y depresivo ¢Hatlal. 2002; Martin
et al. 2002; Uriglewt al. 2004). Por el contrario, dosis altas de egas cannabinoides
evocan conductas depresivas en roedores (Sheatnahr2003; Tzavarat al 2003a);
y antagonistas/agonistas inversos del receptordearostrado actividad antidepresiva
en modelos animales (Shearngtral 2003; Tzavarat al. 2003a; Griebel et.&005).
Un dato especialmente relevante es el que proviesnsayos clinicos con el
antagonista CBrimonabant: se observé una incidencia elevada qeesién en
determinados pacientes (Grielsl al. 2005; Van Gaatt al 2005); este resultado
obtenido en seres humanos apoya de forma claraosbildad de que es la
potenciacion del sistema endocannabinoide la qeelgtener interés terapéutico en
depresion (Hill et al., 2009).
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Podemos concluir que la bulbectomia olfatoria aedoambios relevantes en la
sefalizacion endocannabinoide que se asemejan arlosntrados en pacientes
deprimidos suicidas, en particular la densidadngitnalidad del receptor GEn areas
como la corteza prefrontal. Ademas, el efecto cudlloxetina ejerce sobre esas
alteraciones de la densidad/funcionalidad del fecepB,; refuerza la existencia de una
interrelacion entre los sistemas serotonérgicodpeannabinoide relevante de cara a la
patofisiologia y el tratamiento de la depresion.emds, todos estos hallazgos
confirman, de nuevo, la utilidad del modelo de batbmia olfatoria en la rata como
modelo de depresidn crénica con validez predigticanstructiva ademas de paradigma
experimental para explorar la implicacion del sisie endocannabinoide en la

neurobiologia y el tratamiento de la depresion.

4. Cambios adaptativos en las vias de plasticidadeuaronal y
neurogénesis inducidos por la bulbectomia olfatoriebilateral en la
rata: efecto de la administracion cronica de fluoxiéna

En nuestro estudio hemos analizado la expresionvagos marcadores
moleculares relacionados con la neurogénesis Yaktiggdad neuronal desde las dos
semanas a los tres meses postbulbectomia. Ademsrasshanalizado la expresion de
esos marcadores tras la administracion cronicalwxdtina durante 14 dias en el
animal bulbectomizado, e iniciando el tratamientos dsemanas después de la
bulbectomia; estos estudios nos pueden proporciomawvaliosa informacioén sobre el
correlato molecular que acompafiia a todas esasaadiees conductuales y
neuroquimicas en los sistemas serotonérgico y emdabinoide que hemos descrito y
discutido en los parrafos anteriores.

Los estudios que hay en la literatura cientifioa celacion a estos marcadores
moleculares de plasticidad celular y neurogéneasigleanimal bulbectomizado, y su
modulacién por fluoxetina, son muy escasos; éstbajo es uno de los primeros
estudios que realiza este tipo de analisis solwevias celulares que gobiernan la

neuroplasticidad y los procesos de neurogénesssenmodelo animal de depresion
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cronica. En el mamifero adulto, por el momentadarogénesis esta restringida a dos
regiones muy concretas, los bulbos olfatorios lyigbcampo (Gage, 1998; Gould et al.,
1999b; Gross, 2000). En nuestros estudios nos hemigado en la neurogénesis
localizada en la zona subgranular del hipocampogu& los bulbos olfatorios son
extraidos en nuestro modelo animal. En modelo deata bulbectomizada, en los
altimos afios, se ha descrito que el tratamientnicnécon antidepresivos promueve la
neurogénesis en el hipocampo (Malberg et al.,, 208@Ylando a la alta la cascada
AMPc-CREB, la expresion del factor neurotréfico idado del cerebro (BDNF), su
receptor correspondiente (TrkB) y varios de losneletos de su cascada (ERK/pERK)
(Nibuya et al., 1995, 1996; Thome et al., 2000)caso la via de la R-catenina y varias
de las enzimas implicadas en su regulacion comAKa (Mostany et al., 2008),

confirmando la relevancia de la relacion entresestagcadas y la neurogénesis.

4.1. Receptor TrkB y factor BDNF

En nuestro estudio, no hemos visto ninglin camiginifitativo en ninguna de las
dos subunidades del receptor TrkB, aunque se abser tendencia al descenso en la
expresion de las mismas tras la bulbectomia, ezalton lo que se describird con
respecto a los niveles de expresion de AKPB-gatenina en el hipocampo de estos
animales. Tras la bulbectomia parece haber un &sE® sus niveles de expresion que
se recuperan después de tres meses, alcanzandddes mostrados por los animales
control e incluso sobrepasandolos. No hemos erammtren la literatura hasta ahora
revisada, ningun estudio previo con relacion al emde bulbectomia, siendo nuestros

resultados, por lo tanto, totalmente novedosos.

La activacion del receptor TrkB por BDNF pone enrcha una cascada de
sefalizacion de la MAP quinasas, incluyendo pratkinoomo ERK/pERK, y que
culmina en un aumento de CREB en el nucleo querpammarcha la transcripcion de
numerosos genes (Finkbeiner 2000). En este sertidmarno-Vera et al. (2006) y
Chiaramello et al. (2007) han encontrado datosagjumtan a la importancia tanto del

BDNF como del receptor TrkB en la supervivencia ay rhigracion de células
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progenitoras de los bulbos olfatorios; sin embaajms grupos como el de Galvao et
al., (2008) defienden una postura contraria, systdole una funcién principal al

BDNF en la neurogénesis adulta. Nuestros resultagt@sclaro que indican una cierta
implicacion del receptor TrkB, al menos relativapaespecto a la diferenciacion de
neurogénesis entre los animales bulbectomizados niimales control, siguiendo un
patron temporal que relaciona su proceso de reaciger con el de las otras proteinas

relacionadas con neurogénesis investigadas.

En cuanto a la expresion de las dos subunidadesedeptor TrkB tras el
tratamiento cronico con fluoxetina, podemos haldar una tendencia general al
aumento en la subunidad menor tanto en el hipocatapas ratas control como de las
bulbectomizadas, y de una tendencia mayor pamgblansdad mayor del receptor en las
ratas bulbectomizadas. Este estudio sobre la e&prdsl la proteina receptora TrkB en
el hipocampo, valorada mediante técnicas de webtetnlo hemos completado con
ensayos de hibridacidn situ analizando la expresion de su ARNm en varias atehs
hipocampo y en la corteza prefrontal complementdadoformacion aportada por los
resultados anteriores. Podemos observar cémo eortieza prefrontal de los animales
bulbectomizados encontramos un menor marcaje débri@lagenético codificante

(ARNm) para estos receptores TrkB que en las catasol.

Un hallazgo realmente relevante es que el tratdmieronico con fluoxetina
revierte dicho descenso en la expresion del ARNnT#8, si bien no llega al nivel
mostrado por las ratas control, aunque el aumerga ®suy significativo
estadisticamente. Ya hemos hablado de la impoaaieieste receptor en las vias de
sefalizacion celular relacionadas con neurogéngsisn su ligando enddgeno el factor
neurotréfico BDNF. Por otra parte, podemos encomvalencias en la literatura sobre
la importante relacion del receptor TrkB con elcadede los antidepresivos: Banasr y
Duman (2008) demostraron la ausencia total det@fejercido por la fluoxetina y la
imipramina sobre la neurogénesis en los ratonesanted para el receptor TrkB,
demostrando, de este modo, que este receptor rigereefecto clave en la accion de
los antidepresivos sobre la neurogénesis hipocanmipal este sentido, nuestros

resultados muestran esa tendencia a la alta queeeja fluoxetina sobre estos
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receptores en la rata bulbectomizada, lo que pedtar indicando un intento por parte
de este sistema neurotropico de mejorar esta Gasgadsefializacion mediante el
aumento del namero de receptores TrkB, un resulemode con los datos de la

literatura.

Debemos incluir en esta seccion la discusion dedsgltados de los estudios de
hibridacionin situ para el BDNF, ligando enddgeno del receptor Tik@s niveles de
expresion del ARNm para este factor neurotréfigaregisminuidos tanto en la corteza
prefrontal como en el hipocampo del animal bulb@@tado, coincidiendo con los
resultados obtenidos en pacientes deprimidos (Duetaal., 1997). La literatura
correspondiente a los animales bulbectomizadasuebarmenos clara en cuanto a esos
cambios: Hellweg et al., (2007) describen un aumelet los niveles de expresion del
BDNF en el hipocampo de ratdén, mientras que otutsras como Van Hoomissen et al.
(2003) no encuentran ningun cambio en la taiag-Evansbulbectomizada, al igual
que Buckland y Cunningham (1998) tampoco en susdiest con los ratones
bulbectomizados. Todas estas diferencias en laanaisones experimentales pueden
deberse a multiples variables, entre ellas la éspecepa utilizada. En nuestro estudio
también observamos que tras el tratamiento croo@o fluoxetina, los niveles de
expresion del ARNm de BDNF en estas areas aumgnéecanzan los mostrados por
las ratas control, hasta un restablecimiento campmle su expresion, en consonancia
con los datos proporcionados por el grupo de Duerarsus estudios con muestras

cerebrales de pacientes deprimidos (Nibuya e1296; Duman et al., 2001).

Asi pues, podemos postular que la fluoxetina aaegkerlos mecanismos
compensatorios que el sistema pone en marchamgardar restablecer la homeostasis
en esta cascada de sefializacion, aumentando laseéxprde receptores TrkB y del
factor tréfico BDNF, demostrandose una vez masdfextos beneficiosos de este
antidepresivo en el modelo de rata bulbectomizada yelacion con la neurogénesis

hipocampal.
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4.2. AKT

Con respecto a los niveles de expresion de AKT lehipwcampo, proteina
inhibidora de la enzima GSK-3 (Cross et al., 196§ a su vez inhibe la translocacion
de la proteina R-catenina al nucleo, podemos ofiseme los resultados son muy
similares a los descritos para el receptor TrkBamkién para la [3-catenina (que
examinaremos a continuacion). Ambas proteinas, Ai¥catenina, estan directamente
relacionadas, de forma que el aumento de los mivadela AKT deberia conllevar un
incremento en los niveles de B-catenina. En nuesttalio, los niveles de expresién de
ambas proteinas en el hipocampo de las ratas loithizadas y a lo largo de los tres
meses son practicamente iguales, con un descemsdréinta dias de la operacion,
recuperandose paulatinamente hasta volver a urekesisimilares a los observados en

los animales control, una vez transcurridos noveias postbulbectomia.

En nuestro estudio, observamos un descenso envielende expresion de AKT
en el hipocampo de las ratas bulbectomizadas gpec® a los animales control a las
dos semanas postcirugia y una vez desarrolladamplente el sindrome de bulbectomia
olfatoria, siendo ésta la primera vez que se demmauem un modelo animal de
depresion. En este sentido, en pacientes deprinsdizgdas se ha descrito una baja
actividad para esta enzima en la corteza prefrofaiung et al., 2003), lo que
concordaria con el descenso que hemos observadwuesiro modelo de la rata
bulbectomizada. Un candidato clave en este pro@ssda cascada del Wnt: su
activacion conduce a la inhibiciéon de la enzima GSpor AKT, permitiendo asi a la
B-catenina estabilizarse en el citosol y translazast ndcleo, donde activaria la

transcripcion de diversos genes implicados en gmesis (Logan y Nusse, 2004).

Un hallazgo relevante de nuestro estudio es que&atmiento crénico con
fluoxetina aumenta significativamente los niveles dxpresion de AKT en el
hipocampo de las ratas bulbectomizadas hasta Iatrados por las ratas control e
incluso los sobrepasa. No hay datos en la litesiasobre la expresion de AKT en el
modelo de la rata bulbectomizada pero si hay wdex utilizando homogenizados de

hipocampo de animales control: el tratamiento a@réon venlafaxina aumenta los
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niveles citosélicos de esta enzima en el hipocad®da rataWistar (Mostany et al.,
2008). El incremento en los niveles de expresioAE tras la administracion crénica
de antidepresivos reduciria la inhibicion que GSE&ce sobre la translocacion de la
B-catenina al nucleo, y por lo tanto, esta clarefetto beneficioso de este aumento

ejercido por la fluoxetina sobre la actividad deniama.

4.3 ERK/pERK

Nuestros resultados indican un descenso en la ®&prede las proteinas
ERK/pERK en el hipocampo tras la bulbectomia otfatoen particular de la forma
activada (pERK). Un descenso que, al igual quesdhsd otras proteinas estudiadas, se
recupera con el tiempo, si bien de manera mas prygcque a los cuarenta y cinco dias
se vuelven a alcanzar valores como los del grupdosleanimales control, y a los
noventa dias los superarian con creces. La forraativa de la proteina (ERK)
practicamente no muestra cambios salvo un aumelo® @oventa dias con respecto a

los animales control.

En la literatura previa existen muy pocos estudimse cambios en la expresion
de ERK/pERK tras la bulbectomia. Se ha descritodascenso en los niveles de
expresion de ERK en varias areas cerebrales eid# bulbectomizado (Moriguchi et
al., 2006; Han et al., 2009) y un aumento de loasmok tras el tratamiento crénico con
antidepresivos en la rata normalnaive (Hetman et al., 1999; Popoli et al., 2000;
Tiraboschi et al., 2004), datos que irian en coasocia con los estudios que han
demostrado que los niveles cerebrales de estasimmetestan muy disminuidos en los
pacientes deprimidos (Hsiung et al, 2003). LasreagiERK/pERK, forman parte de la
cadena de las MAP quinasas (entre otras), elememtasnediarios en la respuesta
ejercida por el BDNF y su receptor TrkB, y que dope con un incremento final de
CREB (Finkbeiner, 2000). Podemos hipotetizar querdi bulbectomizada tiene
alterada toda esta cascada de sefializaciéon, yargsenta un descenso en la expresion
del receptor TrkB y de las formas activas de ladgdnas de dicha cascada. Los datos

gue hemos obtenido de ERK apoyarian esta hipotesis.
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En lo que concierne al efecto de los antidepressobse los niveles de expresion
de ERK/pERK, y en concreto tras el tratamiento icarcon fluoxetina, hay datos
bastante contradictorios, habiéndose descrito tammementos como descensos en
animales control aaive (Tiraboschi et al., 2004; Fumagalli et al., 2006 otro
estudio, Mostany et al. (2008) encontraron un admde los niveles de expresiéon de
ERK/pERK en homogeneizados de hipocampo tras ehntianto crénico con
venlafaxina. Nuestros resultados indican el tragamoi cronico con fluoxetina induce un
aumento en la expresion de pERK tanto en la rattradocomo en la bulbectomizada,
un dato concordante con los resultados de los iestwal los que antes se hacia

referencia.

Podemos concluir que existe una activacion de B ERK/pERK tras el
tratamiento crénico con fluoxetina, activacion gug@ondria una mejoria en la cascada
de sefalizacion de las MAPkinasas, que se refegriun incremento de los niveles de

expresion del producto final, CREB/pCREB, como dstmamos a continuacion.

4.4 CREB/pCREB

Varios autores han sugerido que CREB juega un majtielo en la patologia de la
depresion (Duman et al., 1997). Existen estudias dgmuestran un descenso de los
niveles de CREB en varias regiones cerebrales demas deprimidos (Dowlatshahi et
al., 1998; Yamada et al., 2003) asi como en ebcerée la rata bulbectomizada (Wang
et al., 2007) y el raton bulbectomizado (Han et 2009). En este sentido, nuestros
resultados van en la misma direccion, ya que laesijn de la forma activa de CREB
se encuentra muy reducida en el sindrome de bolbéat olfatoria, aunque esta
reduccion, al igual que sucede con otros marcaddeesefializacién, desaparece
transcurridos noventa dias desde la cirugia, volldea observarse unos niveles de
expresion similares a los observados en el gruposdanimales control.

Una gran variedad de cascadas de sefalizacioncehitares implicadas en
plasticidad neuronal estdn intimamente relacionadasel factor CREB (Shaywitz et

al., 1999), y la fosforilacion de esta proteina REB) esta considerada como un
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marcador molecular de la respuesta al tratamiemicantidepresivos en pacientes con
depresiéon mayor (Koch et al., 2002). La regulacida alta en la expresién de CREB en
regiones del cerebro implicadas en la conducta yptocesos cognitivos formaria parte
de la respuesta molecular al tratamiento créniao aatidepresivos; de esta manera
CREB apareceria como punto convergente que infadessr respuestas provenientes de
las multiples sefiales de transduccibn que son raddsl por los farmacos

antidepresivos.

Nuestros estudios aportan la novedad del efecteehtratamiento de fluoxetina
cronica induce sobre la expresion de CREB en losnaas bulbectomizados,
observandose un incremento tanto en la expresioBBCBomo de pCREB; esta
respuesta aparece tanto en los animales contrad boitbectomizados, si bien en estos
altimos es mas acusada; ademas, estos hallazgaawsorimilares a los descritos por
otros autores en la rata bulbectomizada tras &nianto con otros antidepresivos
como la imipramina y la desipramina en varias neggocerebrales (Wang et al., 2007),
y estarian en buena concordancia con los datosepives de los estudios con
pacientes deprimidos (Duman et al., 1997, 2000n%¥het al., 2000).

En conclusion, la fluoxetina produce un aumentaiicativo en la expresion de
CREB/pCREB, muy disminuida en los animales somstaldulbectomia (al igual que
se observa en el cerebro de los enfermos deprijnigasniuy relacionada con la

neurogénesis en hipocampo (al igual que veremoaoexpresion dg-catenina).

Todos estos aumentos en los marcadores molecudareshasta ahora hemos
descrito (BDNF y TrkB, AKT, ERK/pERK y CREB/pCREB} inducidos por el
tratamiento crénico con fluoxetina coinciden corefelcto modulador del antidepresivo
sobre los sistemas serotonérgico y endocannabingiden la mejora conductual del
animal bulbectomizado en el test del campo abidfio. base a esto, podriamos
especular sobre la existencia de una neurogéngsisampal deficitaria en las ratas
bulbectomizadas (como pasaria en los enfermosndielns) que se recuperaria con el
tratamiento antidepresivo, reforzando la interiéla@ntre neurogénesis hipocampal y

mecanismo de accidon de los antidepresivos. Lossdaie se discuten a continuacion
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sobre la expresion de (3-catenina y la proliferaciélular en el hipocampo apoyarian

esta interrelacion.

4.5. R-catenina

Nuestros hallazgos demuestran un descenso en \ekeside expresion de la
proteina 3-catenina tras treinta dias postbulbdatem los estudios de western-blot en
homogenizado de hipocampo. En nuestro seguimientpdral de esta proteina durante
tres meses, hemos observado cémo sus niveles sectgrerando paulatinamente hasta

llegar a un rango equivalente al mostrado pordgassrcontrol.

El hallazgo totalmente novedoso es que los nivdéesxpresion de esta proteina
en el hipocampo se vieron incrementados signifiaaiente tras el tratamiento cronico
con fluoxetina, tanto en el grupo de las ratasrobobmo el de las bulbectomizadas, en
éstas Ultimas recuperandose su expresion hastazatcanos niveles de expresion
equivalentes a los mostrados por las ratas corisola primera vez que se estudia esta
proteina y este hallazgo molecular tiene una relg@@aespecial, puesto que esta
proteina ha sido recientemente relacionada con fettoe terapéutico de los

antidepresivos, a través de la proliferacion celetahipocampo (Mostany et al., 2008).

Los estudios relativos a R-catenina y su modulgga@irel tratamiento crénico con
fluoxetina en el modelo de la rata bulbectomizaola @bsolutamente novedosos. No
hay tampoco estudios previos sobre la modulacidia @xpresion d@-catenina por el
antidepresivo fluoxetina en animales de experinoédianaiveo control a pesar de que
haya sido el farmaco mas utilizado en estos ultimidss en los estudios sobre la
neurogénesis hipocampal (Malberg et al., 2000;a8air et al., 2005; Santarelli et al,
2003). Mostany et al. (2008) han demostrado quetraiamiento crénico con
venlafaxina, un inhibidor dual de la recaptaciorsdmtonina y noradrenalina, también
aumenta los niveles de neurogénesis en el hipocatepda ratanaive e induce
translocacion nuclear de IB-catenina a través de la activacion de las vias de

sefalizacion ya revisadas (AKT y Wnt), sugiriendee geste aumento dgcatenina
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podria mediar la neurogénesis inducida por losdaptesivos. Nuestros resultados
apuntan en la misma direccion, con un aumento fgigtivo de su expresion en los

animales control y esa recuperacion en los anintaldgectomizados , en ambos casos
tras el tratamiento cronico con fluoxetina, coimandlo con la respuesta conductual de

tipo antidepresivo en los animales bulbectomizados.

Los expresion d@-catenina también fue analizada a nivel morfologiediante
técnicas inmunohistoquimicas: los resultados quevohos fueron los esperables y
confirmatorios de los obtenidos en los ensayoswistern-blot” anteriores puesto que
la expresion d@-catenina (numero de células que lo expresan) estgdisminuida en
el hipocampo (giro dentado) de las ratas bulbedadss; ademas también
comprobamos cémo tras el tratamiento cronico caoxBtina esa expresion se
normaliza llegando a equipararse con la de las reatrol. En el grupo de las ratas
control, el tratamiento crénico con fluoxetina ta@mbindujo un incremento sustancial
de la expresion de [-catenina, reforzando la hepdtga expuesta, aunque debe
subrayarse el hecho de que este aumento en lasgxpde 3-catenina no conlleva una
respuesta conductual diferente de los animalesatlamb tratados, a diferencia de los
observado con el grupo de los animales bulbectalngza

4.6. BrdU como marcador de proliferacion celular

Por ultimo, decidimos realizar un estudio de [eaodicion celular en el
hipocampo mediante el marcaje inmunohistoquimigoréiscente de la molécula BrdU,

un indicador de la neurogénesis hipocampal.

En nuestro estudio podemos ver como la proliféracelular en el hipocampo
de las ratas bulbectomizadas esta muy disminuidaespecto a las ratas control y en
linea con lo publicado en un Unico estudio antgdaako-Movits y Zharkovsky, 2005).
Ademas, en nuestro caso el tratamiento crénico ftooxetina “normaliza” la
neurogénesis hipocampal de los animales “deprirhi@losibectomizados) hasta un

nivel equivalente a observado en el hipocampo dealimales control; en la ratas
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control, el tratamiento crénico con fluoxetina taémbindujo ese incremento. Hay
trabajos previos describiendo la deficiencia de rogénesis en animales
bulbectomizados y su reversion con otro tipo dedaptesivos no ISRS como la
imipramina (Keilhoff et al., 2006) y el citalopradaako-Movits et al., 2006). Sin
embargo, no hay ningun estudio previo sobre lxid@iaentre el efecto del tratamiento
cronico con fluoxetina y las alteraciones en ldifan@cion celular en el modelo de la
rata bulbectomizada, por lo que nuestro resultadtomlmente novedoso en lo que
respecta a este antidepresivo y reforzaria la égmte las acciones proneurogenéticas

de los antidepresivos a nivel del hipocampo.

Todos estos hallazgos deben interpretarse bajpddesis neurogénetica de la
depresion que proviene de la idea de que una néness hipocampal deficitaria esta
relacionada con su fisiopatologia, y apoyada psrdstudios que demuestran que la
administracion crénica, que no aguda, de antidefmeparece oponerse a la pérdida de
plasticidad neuronal inducida por la depresion avés del incremento en la
proliferacion celular y la supervivencia neuroralnque es algo que todavia estaria en
discusion para algunos. El hipocampo es parte rialtedel sistema limbico y esta
involucrado en el procesamiento de la memoria eomati Estudios recientes
demuestran que la neurogénesis en los ratones puggesentar un poderoso
mecanismo para el proceso de borrado de eventpsljp@ales o recuerdos nocivos, lo
que permitiria al hipocampo procesar nuevos egegrida memoria (Feng et al., 2001).
Puede ser que la reducciéon en la neurogénesisiltifieste proceso de borrado, lo que
facilitaria la explicacion de esos recuerdos nggatiexacerbados en enfermos
deprimidos (Leppane2006). Si la neurogénesis en el hipocampo aduéiggwn papel
importante en la fisiopatologia de la depresiéripmres un estado depresivo deberia
estar asociado con una neurogénesis reducida&rsidilavia debe estudiarse a fondo la
relacion entre el estado depresivo y una disfunogurogenética (Duman et al., 1999;
Malberg et al., 2000; Santarelli et,&003).
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4.7. Correlacion entre los cambios conductuales yod marcadores de

neuroplasticidad en la bulbectomia y tras el tratariento crénico con fluoxetina

Como comentabamos al comienzo de esta discus@émod$ observado un
descenso en los niveles de expresién de variascolaté de sefalizacion celular
implicadas en neurogénesis y plasticidad neurces®: descenso llega a revertirse y
alcanzar valores “normales” transcurridos 45-90s diie@sde la cirugia. Este dato
contrasta con la presencia, durante todo este duerite tiempo, de la tipica
hiperactividad mostrada por la rata bulbectomizadal test del campo abierto. Aunque
futuros estudios permitiran ahondar en este aspectoposible explicacion seria que la
recuperacion de la expresion de todos estos maesmdnoleculares implicados en
neurogénesis obedece 0 es consecuencia de mecargempensatorios en el animal
bulbectomizado pero que no parecen ser suficiesdes para traducirse en efectos
conductuales positivos y/o medibles en un testomelucta tan determinado como es el
campo abierto; quizas otros paradigmas conductyaledan reflejar respuestas que se
correlacionen con ese patrén temporal de expred@resos marcadores. En este
sentido, los cambios conductuales mostrados paratas bulbectomizadas no sélo se
restringen a la existencia de una hiperactividaglecampo abierto, que es lo hemos
valorado en este estudio, también exhiben défmitda memoria y el aprendizaje,
descenso de la libido y una anhedonia en genatainas presentan una conducta de
ansiedad medible en los test de interaccion sagcial laberinto en “T” junto con
manifestaciones fisioldgicas como el aumento deeraperatura corporal y un ritmo
cardiaco alterado. De hecho, el modelo de la rathebtomizada es considerado un
modelo de depresidon con ansiedad comdérbida. Un cheelevante es que el
antidepresivo fluoxetina es capaz de revertir toglsia alteraciones conductuales y

fisiologicas (Roche et al., 2008).

Como ya se ha discutido, toda una serie de maresaooleculares de diversas
cascadas de sefializacion intracelular juegan uel paftico en la patologia de la
depresién, y parece que subyacen o al menos ietenvien el efecto terapéutico de los
antidepresivos, tendiendo un puente hacia varsdersas de neurotransmision como los

aqui estudiados, el serotonérgico y el endocanama@n Hemos visto como el
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tratamiento crénico con fluoxetina, un inhibidorlestivo de la recaptacion de

serotonina, modula la densidad/funcionalidad de Heseptores serotonérgicos y
cannabinoides, y coémo, de manera concomitante,larefu expresion de esos

marcadores moleculares implicados en neurogéramaidando a la “normalizacion” de

todas esas cascadas de sefializacién en las qnareptitados, todas ellas evidencias
experimentales que reforzarian la existencia daodjuente o interrelacion. Como

hemos discutido, casi todos estos marcadores denfEms neurogenéticos parecen
volver a la normalidad en la rata bulbectomizades tnoventa dias sin tratamiento
alguno, producto de mecanismos de compensacionogues marcha para devolver la
homeostasis en esos animales, y el hecho de dlumXatina acelere dicho proceso es
otro dato mas a favor de la relacion entre toddssemecanismos. Ademas es
importante recordar que la mejoria conductual éestldel campo abierto a los 30 dias
de la cirugia y tras el tratamiento cronico conoXietina durante las dos Ultimas
semanas coincide con la recuperacién o “normabrédcen la expresién de estos
marcadores moleculares. La fluoxetina controlard@lo$ estos mecanismos de
compensacion, afectando ademas a los sistemasudetraesmision serotonérgica y

endocannabinoide, apoyando la posible existencimddnterrelaciéon que, como antes
apuntabamos, merece ser investigada en futuroasyaqantes estudios

Los datos obtenidos demuestran que el modelo dedttoimia esta asociado con
una neurogeénesis hipocampal reducida. Ademas, diemus que esta reduccion de la
neurogénesis se revierte tras el tratamiento avowien fluoxetina. Asi pues, el
incremento en la neurogénesis inducido por el rireato cronico con antidepresivos
podria ser uno de los mecanismos por el cual ltdammesivos revierten la conducta

depresiva mostrada por las ratas bulbectomizadas.

En conclusion, todos estos hallazgos celulares,ecutdires, neuroquimicos y
conductuales asi como el efecto ejercido por eidaptesivo fluoxetina en el animal
bulbectomizado sugieren una posible validez etioljgindican una cierta validez
constructiva y confirman la clara validez predietivde este modelo animal que

manifiesta esa validez aparente con la enferme@gdesiva en el humano.
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1. La bulbectomia olfatoria bilateral en la ratduce unas alteraciones conductuales
estables y permanentes que se manifiestan en tetdeésampo abierto como una
hiperactividad locomotora (deambulaciones) y un entm en la actividad exploratoria
(alzamientos). Estas alteraciones conductualesegerten totalmente y de forma
significativa tras el tratamiento cronico con eli@epresivo fluoxetina administrado

durante 2 semanas a la dosis de 10 mg/kg/dia.

2. La bulbectomia olfatoria bilateral y el tratama@ crénico con fluoxetina inducen

cambios adaptativos en los siguientes marcadorksrdairotransmision serotonérgica:

a) En la densidad del transportador de 5-HT, ladatbmia induce una regulacién a la
alta en la amigdala basolateral asi como una r@gula la baja en la sustancia gris
periacueductal y en el nacleo del rafe medianard&amiento cronico con fluoxetina
produce una acentuada y generalizada regulacioma &aja en la densidad del
transportador de serotonina tanto en el cerebroglanimales bulbectomizados como

de los animales control.

b) Con respecto al receptor 5-HTla bulbectomia induce cambios diferenciales segun
las areas cerebrales analizadas, apreciandose uremor m sefalizacion
(hipofuncionalidad) a nivel de la corteza entotiteaamigdala y los nucleos del tronco
cerebral, pero una clara hiperfuncionalidad enddeza frontoparietal y en el septo
laterodorsal. El tratamiento crénico con fluoxetmeaierte la hipersefializacion en la
corteza frontoparietal del animal bulbectomizaddemas, en general, el tratamiento
cronico con el antidepresivo desensibiliza el remep-HT;4 en la mayoria de las areas
cerebrales y, en especial a nivel de los nuclebsafiey del hipocampo tanto el animal

bulbectomizado como control.
c) Con respecto al receptor 5-HJTno se aprecian cambios relevantes en su dengidad

funcionalidad tras la bulbectomia. Sin embargdrathmiento cronico con fluoxetina

induce en este modelo animal de depresion camhiie®ciales en la funcionalidad
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del receptor de una forma regién-dependiente: gpesibilidad y “normalizacion” de la
funcionalidad en ciertas areas limbicas (septmdampo, hipotdlamo) y un claro efecto

desensibilizador en nucleos del tronco cerebral.

d) Con respecto al receptor 5-fAT la bulbectomia olfatoria bilateral y el tratamien
con fluoxetina en la rata producen cambios sigaiivos sobre todo en su densidad en
forma de regulacién a la alta del receptor en Ikeza frontoparietal interna y en la
corteza entorrinal que son revertidas por el tragata cronico con fluoxetina, mientras
gue se observa una reduccion en su densidad gmo&hlamo ventromedial y en el rafe
magnus. En el animal control, la fluoxetina no piE cambios en la densidad del
receptor a nivel cortical pero induce una regula@da baja a nivel del rafe mediano y

rafe dorsal asi como en el hipotalamo ventromedial.

3. La bulbectomia olfatoria bilateral en la rataluoe cambios adaptativos en la
neurotransmision endocannabinoide, en particularesia densidad y funcionalidad del
receptor CB que son modulados por el tratamiento cronico tawxétina. El hallazgo
mas llamativo es el aumento en la funcionalidadestptor CB en practicamente todo
el cerebro, y el hecho de que el tratamiento codoin fluoxetina “normaliza” esta
hipersefalizacion endocannabinoide en ciertas &aea® la corteza entorrinal y los
nacleos septales y muy especialmente en la copedfeontal. En el animal control,
cambio, practicamente no se observa cambio algnria éensidad y funcionalidad del

receptor CBtras el tratamiento cronico con fluoxetina

4. La bulbectomia olfatoria bilateral en la ratduoe una reduccién significativa en los
niveles de expresion de diversos marcadores malesulde neuroplasticidad y
neurogénesis hipocampal (AKT, ERK/pERK, CREB/pCRERatenina) asi como en
la expresion del factor neurotrofico BDNF, de scepgor TrkB y en el ARNm de los
mismos. El tratamiento crénico con fluoxetina progllaumentos significativos en la

expresion de AKT, pERK -catenina hasta lograr niveles similares a los rades
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por el animal control. El tratamiento crénico cdooketina también aumenta la

expresion de estos Ultimos marcadores en el amiomatol.

5. La bulbectomia olfatoria bilateral en la ratduoce una reduccion significativa en la
neurogénesis hipocampal, efecto revertido de fosigaificativa tras el tratamiento
cronico con fluoxetina. El antidepresivo tambiéncré@menta la neurogénesis

hipocampal en el animal control.

6. Todos estos hallazgos celulares, molecularespgeimicos y conductuales asi como
el efecto ejercido por el antidepresivo fluoxetmael animal bulbectomizado sugieren
una posible validez etiolégica, apoyan una cieal@ez constructiva y confirman la
clara validez predictiva de este modelo animalmaeifiesta esa llamativa validez
aparente con la enfermedad depresiva en el hulmesiro estudio demuestra por
tanto la utilidad de este modelo animal de depresitel estudio de la neurobiologia y

el tratamiento de la depresion.
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